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Si considérâmes la atenciôn prèstada por los inves- 
tigadores a la problemâtica del conocimiento del interferôn, 
veremos que -desde su descubrimiento en 1956- las publica- 
ciones aparecidas, en funciôn del tiempo y del interés parti- 
cularmente demostrado, parecen concentrarse en très aconteci- 
mientos fundamentales que representan como très hitos de espe- 
ranza en el afân del hombre por luchar contra la infecciôn vi­
ral. Estes très eventos parecen ser: su descubrimiento, las 
posibilidades de superinducciôn y su intervenciôn como modula- 
dor -aun incontrolado- de la respuesta inmune.
Desde nues tro punto de vis ta es quizâ, esta ôltima, 
la mSs importante por cuanto -si acudimos a una visiôn de campe 
uni tarie en Biologfa- entrana una serie de interrelaciones en­
tre muy dis tintas respuestas del huésped que conllevan tante a 
fenômenos de rechazo en transplantes como a alteraciones en de- 
sarrollos tumorales o a una defensa frente a las infecciones; y 
considerando el problema desde una vertiente relativa al huesped 
creemos que el fenômeno ha sido mucho menos estudiado en aves 
que en mamf feros. De aquf que, a la hora de presentar nues tra Me- 
moria de Tesis para optar al Grado de Doctor en Ciencias Biolô- 
gicas, hayamos pensado en el interés que supone aportar nuevos 
datos para el mejor conocimiento de la problemâtica de inducciôn
de interferôn en polios, haciendo a la vez un estudio compara­
tive sobre ratones en idënticos procesos expérimentales. Supo- 
neihos que es to nos permitirâ obtener una visiôn mas realista 
de las diferencias marcadas por la Evoluciôn no sôlo en cuanto 
a la variabilidad natural de estos animales sino también - y 
esto es mas definitive- en cuanto a que comparâmes dos siste­
mas inmunitarios perfectamente desarrollados pero completamen- 
te distintos en le que se refiere a su diferenciaciôn a nivel 
del sistema bursal. Si estos datos pueden aportar algo al cono­
cimiento fundamental de los mécanismes biolôgicos de defensa 
del huésped o facilitar la tarea a otros investigadores en este 
campo, nos sentiremos plena e fntimamente recompensados de las 
muchas horas y dificultades pasadas en el laboratorio.
P A R T E  B I B L I O G R A F I C A
I. SIGNIFICACION BIOLOGICA 
DE LOS INTERFERONES
El interferôn fue descrito en 1957 por ISAACS y 
LINDENMANN quienes observaron que liquides procedentes de 
cultives celulares infectados por virus contenian una pro­
teina capaz de reaccionar con cëlulas normales y hacerlas 
resistentes a posteriores infecciones producidas por una 
amplia variedad de agentes virales (ISAACS, 1963). Actual- 
mente los trabajos que existen sobre interferôn son muy nu- 
merosos y, en algunos cases son contradictories, por lo que 
résulta diflcil sintetizar los datos al respecte.
Desde el punto de vista de la relaciôn virus, es 
decir la interacciôn -célula huesped-parâsito-, lo que mâs 
llama la atenciôn son los fenômenos de produceiôn y actuaciôn 
de los interferones. El sistema interferôn, como defensa contra 
los virus, no funciona en ausencia de una infecciôn viral. Cuan- 
do este sistema es activado por la infecciôn, aparecen dos méca­
nismes de defensa importantes: la inducciôn o producciôn de in­
terferôn y el subsiguiente desarrollo de su actividad antiviral 
a expensas de la producciôn de una protefna antiviral.
4 .
1.- Sobre la sintesis de interferôn j
El interferôn puede ser sintetizado por todas las 
células nacleadas del cuerpo cuando estas son infectadas por 
virus; sin embargo, DE MAEYER y cols. (19 69) comprobaron que 
los linfocitos eran la fuente primaria de interferôn inducido 
por mixovirus. Por otra parte, ciertos grupos de virus produ- 
cen mas cantidad de interferôn que otros, como sucede con arbo­
virus y mixovirus en relaciôn con enterovirus.
La naturaleza del inductor de interferôn es muy varia- 
da, ya que se ha comprobado que existen muy distintas posibilij- 
dades biolôgicas de producciôn de interferôn; desde los inducto- 
res de naturaleza viral, ya mencionados,moléculas de RNA y DMA 
bicatenarlas e incluso algunas veces RNA monocatenario, hasta 
sustancias mitogenicas para linfocitos B y T.
Una idea de los distintos tipos de inductores nos la 
proporciouan HO y ARMSTRONG (1975) pudiendo clasificarlos como 
inductores:
TIPO 1. A (polinucleôtidos)
1. Virus animales DMA y RNA
2. Virus de plantas e insectos
3. Micofagos y bacteridfagos
4. RNA ce lular de doble cadena
5. RNA sintôtico de doble cadena '
6. DNA y RNA monocatenarios
TIPO 1. B Otros antigenos
1. Bacterias fagocitadas por macrôfagos y microorganismos,
5.
intracelulares (clamidia, toxoplasma, micoplasma, etc).
2. Productos bacterianos (polisacSridos, LPS, etc)
3. Pollmeros (pirano, âcido poliacrilico, polisulfatos, etc)
4. Sus tancias de bajo peso molecular (tilorona, colorantes 
bâsicos, propanodiamina, aminothioles, etc).




1.1. VlAui actlvoi e Inacllvadoi como IndacloAZi dz IntzKkzAôn
Tanto los virus activos como inactivados pueden indu- 
cir la sintesis de interferôn con una eficiencia relativa que 
depende del tipo de virus empleado y del sistema productor de 
interferôn. Asl, en 1357 ISAACS y cols, observaron que un tipo 
de virus influenza, tenia mayor capacidad inductora de interfe­
rôn cuando era inactivado por medio de luz U.V. respecto al mis- 
mo virus mantenido en estufa a 56° C. PosteriormeAte BURKE e 
ISAACS (1958 b) comprobaron que el virus influenza irradiado 
con luz U.V. durante 30 segundos se convertie en un inductor 
de interferôn mucho mâs efectivo, mientras que una irradiaciôn 
mâs prolongada resultaba perjudicial.
Por otra parte, HO y BREINIMG (1962) demostraron que 
cuando un cultivo de células estaba pretratado con virus Sind- 
bis inactivado, y eran posteriormente infectadas con el mismo 
virus en estado activo, tenla lugar una mayor producciôn de in­
terferôn en el medio de cultivo celular. Los mismos autores,
6.
très; arios mas tarde, (HO y B REINING, 1965) observaron que uti- 
lizando NDV irradiado inadecuada y excesivamente no tenla capa­
cidad para inducir interferôn en cultives celulares de embriôn 
de polio. Tamblen M.AHDY y HO (1964) trabajando con el virus EEE 
inactivado por luz U.V. y mantenido a 37° C, observaron que la 
producciôn de interferôn resultaba aumentada en cultives de cé­
lulas de polio posteriormente infectadas con virus Sindbis.
En 1970 GANDHI y BURKE encontraron que FPV infective 
y NDV no eran capaces de inducir slntesis de interferôn en ,cul­
tives de células de polio porque actuaban inhibiendo la slnjte- 
sis de pro bernas de la célula huésped. Cuando se destrufa este 
efecto inhibidor, por irradiaciôn U.V. o por la acciôn de h|dro- 
xilamina, tenla lugar la formaciôn de interferôn, sin embargo, 
una inactivaciôn exceslva podla destruir la beligerancia defl 
acido nucleico viral para la formaciôn de interferôn.
Por ultimo, existen otros virus que no inducen inter­
ferôn tras su inactivaciôn; asl HO y ENDERS (1959) encontra­
ron que el poliovirus RMC tipo II inducla interferôn en células 
amniôticas humanas cuando era infective pero no inactivado. Tam- 
bién los arbovirus, que son usualmente muy buenos inductores de 
interferôn cuando estén en estado infective, resultan general- 
mente ineficaces para la inducciôn cuando estSn inactivados 
(HENDERSON y TAYLOR, 1961; HO y BREINING, 1962; LOCKART, 1963; 
VILCEK, 1963). Se ha observado, sin embargo, que una inactiva­
ciôn lerita a 35 ô 37° C podla mantener la capacidad inductora 
de interferôn de ciertos virus, como por ejemplo Chikurg unya 
(GIFFORD y HELLER, 1963), EEE y Sindbis (LECLERC y COGNIAUX-LE 
CLERC, 1965) . etc. aunrjue si tal inactivaciôn se realizaba 0 56° 
C se alcanzaba la destrucciôn de la capacidad inductora, sobre 
todo en el caso de los dos ûltimos virus citados.
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I.2.- Mzcanlimo dz Inducciôn dz IntiA^iXôn
Todos los datos recogidos en la bibliografla apuntan 
a que el mecanisrao in.ductor de Interferôn es siempre el mismo, 
cualquiera que sea la molécula inductora empleada, y que es ne- 
cesaria la duplicaciôn de la cadena viral cuando se trate de 
virus monocatenarios tanto si es RNA como DNA.
Los primeros trabajos sugerian que el interferôn po- 
drla aparecer como consecuencia de una sintesis o liberaciôn de 
un pre-interferôn; sin embargo, estudios posteriores aclararon 
que tenia lugar la sintesis de una sustancia nueva. La informa-
ciôn para la inducciôn del interferôn, identificada como una
glicoproteina (DORNER y cols. 1973), ha sido asociada a los ge­
nes de una manera muy precoz en la evoluciôn filogenética de 
las especies, puês el mécanisme interferôn se encuentra a nive­
lés muy inferiores en la escala evolutiva biolôgica. En la Fig.
1 queda representado este mecanismo en dos partes : una fase de 
formaciôn de interferôn y otra fase de acciôn del interferôn.
En el estado actual de conocimientos sobre el tema 
se puede presentar el siguiente esquema de regulaciôn de inter­
ferôn (Fig. 2) y cabe resumir la sintesis de interferôn, a la 
vista de las figuras anteriores diciendo:
i) El virus pénétra en la célula pierde su cubierta y
libera su âcido nucleico mono o bicatenario.
ii) Tiene lugar una replicaciôn del âcido nuclôico viral 
ligândose una cadena a los ribosomas de la célula (FALCOFF y FA] 
COFF,1970).Este acontecimiento, hipotéticamente,puede servir cor 















































céluLa huesped, forinandoise a continuaciôn el m-RNA del interfe- 
rôn. :
iii) Los poLison;as que tienen incorporado el m-RNA '
del interferôn producen y liberan interferon que va a actuar |
en otras células cuando se libéré de la célula productora; en : 
ese memento podemos decir que nos encontramos con el fenômeno 
de especificidad de especie celular, por lo que debe existir 
una fase que esté a nivel de la fijaciôn (por medio de recepto- 
res celulares especificos)o durante la penetraciôn a través de 
la membrana celular.
I
Trabajos recientes han tenido como objetivo la locali-
zacién de los cromosomas en los que reside la puesta en marcha
de la inducciôn de interferôn. Los datos mSs interesantes y con- 
*♦
cluyentes son los reunidos en los trabajos de TAN y cols (1974) 
y CREAGAN y cols (1975) sobre la producciôn de interferôn humano 
o murino en células hibridas de hombre y ratôn. Utilizando 40 ^
tipos de células hibridas entre clones y subclones, obtenidos f
en su mayor parte por mezcla de leucocitos humanos con células 
de lînea de ratôn, o bien con fibroblastos de piel humana, leu­
coci tos liumanos, fibroblastos de pulmôn humanos, células L y 
también fibroblastos humanos y células de linea de ratôn, obser­
va ron que :
i) los cromosomas humanos 2 y 5 estaban siempre présen­
tes an acjuellos cultives que habfan producido interferôn en sus 
condiciones expérimentales, viendo que el cromosoma 2, y parti- 
cularmente el 5, presentaban un algo grade de concordancia con 
la apariciôn de interferén humano en relaciôn con los otros cro­
mosomas; V también
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ii) que tan sôlo los clones que posefan los cromoso­
mas 2 y 5 producfan interferôn humano.
A continuaciôn aparece un resumen de la correlaciôn 
entre estos cromosomas y la apariciôn de interferôn humano
1 . 3 .  M ecan tA mo de a c c ^ ô n
En la Figura 1 hemos visto los dos pasos posibles 
planteados en cuanto a la acciôn del interferôn. La teorîa man- 
tenida hasta hace pocos anos {BURKE e ISAACS, 1958 a y b; AN- 
DREI'fS, 1961; ISAACS y cols. 1961) (B) apoya la idea de la en-
trada del interferôn en la célula. Trabajos posteriores (ANKEL 
y cols. 1973; CHANY y cols. 1975) sostienen una segunda posibi- 
lidad (A), en la cual el interferôn no entra en la célula sino 
que establece una uniôn con receptores especificos de membrana, 
de naturaleza proteica, y que sopcrtan moléculas gangliosldicas 
con gran afinidad por el interferôn.
CHANY y cols, comprobaron esta afinidad mediante ex- 
perimentos de adsorciôn de interferôn a particulas de CNBr - 
Sepharosa: anadieron la mezcla a cultivos celulares dentro de 
un anillo de pléstico que impedia el paso de aquelles particu­
les al resto del cultivo; transcurridas 24 horas retiraban el 
anillo e infectaron el cultivo con VSV. Asi se observaron las 
places o marcas infactivas viendo que la porciôn de cultivo que 
estuvo enmarcada dentro del anillo no presentaba dichas plaças, 
mientras que estas eran patentes en el resto de 1 cultivo. Tam­
bién comprobaron que se podian hacer tratamientos sucesivos de 
cultivos celulares por este sistema de particules, sin llegar 
a agotar el poder protector del interferôn ligado; esto parece
12.
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C O . i rZ L A C IC : !  OZ LA  INDUCC!OM : Z ! : jTEaFEnON 
HULiANO COM LOS CROMOSOMAS 2 Y 5 ________
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N- da h ' '  i' 3 3 cotudiacios.
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iridicar claramente que sôlo es necesario un contacto del inter­
ferôn sobre la pared celular para producir la respuesta (SHEAFF 
y STEWART, 1969).
Las moléculas gangliosldicas citadas anteriormente, 
que tienen gran afinidad por las glicoproteinas, poseen un me- 
canismo de puesta en marcha para las reacciones que sucesivaraen- 
te se han de ir desarrollando has ta la sîntesis total del inter­
ferôn .
Sea cual fuere el destino del interferôn, entrada en 
la célula o uniôn a receptores de membrana, la apariciôn del es- 
tado virus-resistente requiere la sîntesis de RNA y proteina 
como se ve en el esquema de regulaciôn de la Fig. 2, segün EPS­
TEIN y EPSTEIN (1976) la senal de formaciôn de proteina se 
transmite al genoma celular por medio de histonas u otros pé'p- 
tidos; en células humanas esta senal parece ser recibida en el 
cromosoma 21.
El estudio del cromosoma 21 ha sido de interés parti­
cular a causa de su papel en la etiologîa del sindrome de Down 
(trisomfa 21). Estos estudios aclararon la existencia de 3 genes 
en este cromosoma, uno de ellos, de gran importancia dentro 
de este tema es el gen antiviral AVG. La primera demostraciôn
sobre la localizaciôn del gen AVG (TAN y cols. 1973) esté basada 
en las observaciones sobre células hibridas murinas humanas; es­
tas células respondfan al efecto antiviral de interferôn exôgeno 
humano, tan sôlo si el cromosoma 21 humano estaba présente, y 
la respuesta era nula cuando tal cromosoma no formaba parte del 
hîbrido.
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Conocida la localizaciôn del AVG sobre el cromosoma 
21 parecia .razonable quo existieran diferencias funcionales en 
la respuesta al interferôn entre las células, dependiendo del 
numéro de cromosomas 21 que tuvieran; en efecto, taies diferen­
cias fueron encontradas por TAN y cols (1973) ; DE CLERCQ y cols. 
(1975) CHANY y cols (1975). Estos autores observaron que después 
de un tratamiento, con interferôn exôgeno, los fibroblastos pro- 
cedentes de individuos irisômicos para el cromosoma 21, eran mâs 
résistantes a la infecciôn viral que lo fueron las células pro­
cédantes de individuos normales, mientras que las células mono- 
sômicas para tal cromosoma eran las que presentaban menos resis- 
tencia a la infecciôn.
Los dos tipos de interferôn proporcionaron una res­
puesta mec ia que era en laslineas celulares trisômicas très ve- 
ces mayor que la de las células normales, mientras que en la 
linea monosômica, era la mitad o menos respecto a las normales.
En esta misma linea de estudio se arrojô nueva luz 
sobre el tema demostrando, que una linea trisômica sôlo para 
la mitad distal del brazo largo del cromosoma 21, tenia mayor 
sensibilidad a los interferones mencionados que la linea celu­
lar normal, hecho que indicaba la localizaciôn exacta del gen 
AVG sobre el cromosoma 21.
Como se ha seilalado anter iormente el interferôn desen- 
cadena una serie de aeontecimientos que van a actuar sobre el 
genoma celular dando luqar a la apariciôn de un nuevo RNA, el 
m -RNA de la proteina inliibidora de la traducciôn (Traslation 
Inhibitory Protein, TIP) . Este TIP fue ais 1ado por SAMUEL y 
JOKLIK (1974) a partir de células tratadas con interferôn y se 
identificô como un polipéptido de Pm 48.000 daltons que aparece 
siempre en las células tratadas, pero nunca en las no tratadas.
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Este polipéptido puede inhibir la traducciôn del mRNA viral 
en un 90% (SAMUEL y JOKLIK, 1974) sin que présente efecto al- 
guno sobre la traducciôn del mRNA de la célula ni sobre cual- 
quier otro mRNA exôgeno, extraho o sintético (WIEBE y JOKLIK, 
1975). Hasta el momento no ha podido ser identificado el ele- 
mento que desencadena la producciôn del TIP.
Muy recientemente KNIGHT y KORANT (1979) han observa- 
do que tratando fibroblastos diploides humanos con interferôn 
procédante de fibroblastos, durante 8 horas, quedaba inhibida 
la replicaciôn del VSV. Comparando la proteina total de las 
células tratadas con el interferôn durante las 8 horas, con 
la que existia en las células no tratadas encontraron que las 
células sometidas a la acciôn del interferôn contentani 4 pro- 
teinas que no estaban en las células testigo. Anadiendo acti- 
nomicina D a las células conjuntcimente con la adiciôn del IF 
quedô inhibida la sîntesis de las 4 proteinas. Los autores cita- 
dos llegaron a la conclusiôn de que estas proteinas eran indu- 
cidas por el IF y que estaban relacionadas con la inhibiciôn de 
la replicaciôn viral.
En cuanto a otros aspectos moleculares de la acciôn 
del interferôn, se ha comprobado que el efecto protector del 
interferôn es bloqueado por sustancias que inhiben la formaciôn 
del RNA y proteina. De acuerdo con ésto, la hipôtesis es que el 
interferôn induce la sîntesis de una segunda y altamente especî- 
fica proteina antiviral que actua secuencialmente asî:
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i) El interferôn se fija a una célula y derreprime un 
cistrôn del DNA del huesped formando un RNA mensajero de pro­
teina inhibidora de la traducciôn.
ii) Una vez formado el TIP - mRNA este se une a los 
ribosomas dirigiendo la sîntesis de la proteina inhibidora de 
la traducciôn (TIP) y aportando estas moléculas al conjunto 
ribosoma1 del citoplasma.
iii) Cuando el virus pénétra en la célula, eliTIP 
asociado con los ribosomas celulares, évita la uniôn de éstos 
ûltimos al RNA viral bloqueando as! la capacidad de replicaciôn 
del virus, pero el mRNA celular continua siendo traducido para 
formar las proteinas normales.
Como resûmen de cuanto llevamos expuesto consideramos 
oportuno sintetizar el proceso de inducciôn y de acciôn en los 
siguientes 7 pasos ligados entre si (Fig. 3).
1.4. SCntaii if apat LC.iân de Lntti^^zfiôn " In v.ivû" e "en vitxo "
Se ha estudiado la Induce cd n de inten.(^ e».ôn en cuttlvoi 
celu.cafi.e6 , dtganoi g iuefio de an-cmaZei bajo condiciones muy di­
verses. AsI, ya en 1958, NAGANO y KOJIMA encontraron inhibidores 
antivirales tipo interferôn en la piel y testicules de conejos 
infectados localmente con virus vacunal. También BARON y BUCKLER 
(1963) .atrajeron el interés hacia el uso de animales para estu­
dios sobre producciôn de interferôn y llegaron al descubrimiento 
de que muchas sustancias de naturaleza no viral podian también 
inducir interferôn en animales, aunque a menudo no ocuÆIa asi 
en los cultivos celulares que estudiaron. Algo mas tarde YOUNG- 












Fig. 3.- Esquema sintetizado del proceso de inducciôn 
y acciôn de los interferones
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de polios que habian sido inoculados intravenosamente con una 
gran dosis de Brucella abortus, comprobando claramente por pri­
mera vez la naturaleza no viral de un grupo muy amplio de induc- 
tores de interferôn. Los resultados fueron confirmados posterior- 
mente por DE SOMER y cols (1969), quienes inyectaron B. abortus 
(10^ - 10^ *^  organismos) intravenosa o intraperitonealmente en 
ratones y encontrando una mâxima concentraciôn de interferôn en 
bazo y suero de estos animales 8 horas despuês de esta adminis- 
traciôn. Este tipo de interferôn se encontrô también en sangre, 
suero, secreciones nasofaringeas, liquide cerebroespinal, etc. 
Con estas apariciones de interferôn en las que no se senalaba 
ninguna infecciôn viral, y dado que también aparecian interfero­
nes en infecciones con bacterias y otros parâsitos, se tuvo la 
primera evidencia de los interferones inespecificos.
La primera pregunta que nos plantearaos en el estudio , 
de la apariciôn del interferôn es en qué tejidos y qué células 
de taies tejidos son las responsables de la producciôn de inter­
ferôn, lo que supone dos tipos de cuestiones:
i) c Que células son intrfnsecamente capaces de pro-i 
ducir interferôn ? j
ii) c Que tejidos forman interferôn cuando se adminis­
tra un inductor de interferôn a un animal ?
Respecto a lo primero, se han llevado a cabo estudios 
sobre la capacidad de lus cultivos primarios de distintos teji­
dos animales para producir interferôn. Citando algunos de los 
mâs importantes hemos de decir que ya en 1961, SUTTON y TYRRELL,
encontraron que cultivos de tiroides, amnios, rinôn de embriôn.
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pulmôn de embriôn y fibroblastos humanos producian interferôn 
cuando eran tratados con virus influenza tipo A, pero no reco- 
gieron datos sobre las cantidades obtenidas. Estas fueron pos- 
teriormente determinadas por GANDHI y STEWART (1968) , en cul­
tivos de células epiteliales o fibroblastos procédantes de pul­
môn, higado, rinon, musculo cardiaco y esquelético de embriôn 
de polio. En todos estos casos utilizaron, como inductor de 
interferôn, virus influenza inactivado por rayos ultravioleta.
Asî encontraron las mayores cantidades de interferôn en culti­
vos epiteliales y de fibroblastos procédantes del tejido pul- 
monar; quizâ la mayor afinidad del virus influenza por este 
ôrgano pudo haber influido en los resultados obtenidos.
Por otra parte, y teniendo en cuenta el tiempo de 
apariciôn del interferôn, KONG y HO (1965) estudiaron qué cé­
lulas eran intrinsecamente buenas productoras de interferôn 
preparando cultivos de bazo, higado, rinôn, cerebro y linfoci- 
tos de conejo. Todas las células fueron infectadas con virus 
Sindbis y se determinô el tîtulo de interferôn présente en el 
medio en periodos de tiempo posteriores. Asî encontraron inter­
ferôn en los cultivos celulares de bazo e higado 4 - 6  horas 
despuês de anadir el inductor, siendo la apariciôn algo poste­
rior en los cultivos restantes. En este aspecto los cultivos de _ 
esplenocitos proporcionan cantidades grandes de interferôn/célula 
y dado que el hîgado y bazo poseen gran contenido de células re- 
tîculoendoteliales, estos resultados parecen sugerir que estas 
células pueden producir interferôn en mayor cantidad y en menor 
tiempo que otras (GLASGOW y HABEL, 1963).
En cuanto al segundo apartado que antes mencionamos, 
podemos citar también las experiencias de KONG y HG (1965) 
quienes inoculando intravenosamente a conejos una dosis grande 
de virus Sindbis estudiaron la cantidad de interferôn producida 
en distintos ôrganos. Asî encontraron gran cantidad de interfe­
rôn en bazo y sangre, dônde también aparecfa virus, una pequena 
cantidad dol inhibidor antiviral en rinôn y cerebro y ni virus 
ni interferôn en distintos extractos de nôdulos linfoides.
En cuanto a la lndu.cc-Lôn de n en iueA.o de
ancmabes,BARON y BUCKLER (1963) encontraron que la inyecciôn de 
dôsis grandes de un virus no replicativo en el caudal sangufneo 
daba lugar a grandes cantidades de interferôn. En este tipo de 
inducciôn lenominada "sistémica" o generalizada, el inductor 
de interferôn interacciona con los tejidos forraadores de inter­
ferôn el sistema reticuloendotelial (S.R.E) sin replicaciôn - 
ral preliminar, produciendo en pocas horas gran cantidad de 
terferôn. Por ejemplo, tras inyecciôn intravenosa de NDV a ci 
ne j os y ratones, tendrS lugar la apariciôn, en el suero de los 
mismos, de muchos miles de unidades interferôn/ml en un periodo 
comprendido entre 4 - 8  horas despuês de la inducciôn. Los reh- 
dimientos méximos de interferôn en suero (aproximadamente 8.000 
unidades) fueron mejoradr)S cuando se le inyectô virus formoliza. 
do por via intravenosa, intraperitonea1 o intramuscular, pero 
la duraciôn de la actividad fué mâs prolongada cuando la inyec­
ciôn fue administrada intramuscularmente.
En cuanto al inductofi do. en te ^  p.XÔ n ôptimo se ha des­
cri to que debe ser altamente activo, no infective, no tôxico y 
relativamente no antigénico (RGDGERS y NERIGAN, 1972); ningûn 
inductor valido cumple todos estos requisites, de ahi, que los 
,virus sean aûn considerados como inductores potenciales por ex-
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celencia para la aplicaciôn clînica. En estudios sobre inducciôn 
de interferôn en suero sanguineo, utilizando el NDV como inductor 
y controlando los niveles a los 31 dias despuês de la inducciôn, 
la cantidad de interferôn fue alta o baja dependiendo del geno- 
tipo de las células douantes. Los genes pueden controlar direc- 
tamente la producciôn de interferôn pero posiblemente lo que 
hacen es regular factores secundarios que influyen en la induc­
ciôn por NDV; asi, por ejemplo, pueden regular la apariciôn a 
receptores virales en la membrana mâs que la producciôn de in­
terferôn.
En un estudio similar a los anteriores HO y KE (1970) 
inyectaron poli I :C a conejos por via intravenosa; los mayores 
niveles de interferôn aparecieron en pulmones, higado y bazo y 
poco o nada en los demâs ôrganos, existiendo la mayor concentra- 
ciôn de interferôn en el bazo. También VAN ROSSUM y DE SOMER 
(1966), inyectaron intravenosamente NDV a ratas y encontraron 
concentraciones 20 veces mayores en el bazo respecto a suero.
En definitiva, todos estos experimentos sugieren que 
las células reticuloendoteliales son fuente importante de in­
terferôn en animales cuando el inductor es de naturaleza viral 
y se administra por via intravenosa. Es un hecho relevante que 
muchos inductores sean polîmeros que tienen un alto Pm por lo 
que se dispersan dificilmente desde el lugar de la inyecciôn 
subcutânea o intramuscular. De todos modos hay que tener en cuen­
ta, sin embargo, que la afinidad de un virus por un ôrgano puede 
determinar el lugar de formaciôn del interferôn, independiente- 
mente de la via de administraciôn utilizada. Asi FINTER (1965) 
inyectô intracerebralmente virus neurotrôpico, West Mile, en ra- 
tones y encontrô grandes cantidades de interferôn en cerebro lo
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que es confirmado por SUBRAHMANYAN y MINUS (1966) que ademâs 
vie ron que existe poco virus o interferôn en cualquier otro 
ôrgano de estos ratones.
Los datos reunidos sobre el estudio de interferôn en 
ratones nos ha proporcionado una valiosa informaciôn y es que 
las fuentes prefcrentes de trabajo en este campo son las células 
L (KAWADL, 1973; PAUCKER y cols. 1970) y las células L-243 (OTE- 
y cols. 1972) debido a su fâcil crecimiento y niveles altos de 
producciôn de interferôn. El inductor de interferôn generalmen- 
te utilizado es el NDV que proporciona buenas cantidades del mis 
mo en células de ratôn, conejo, embriôn de polio y monos; sin 
embargo, précisa inactivaciôn con rayos U.V. para que la canti­
dad de interferôn en células de embriôn de polio sea considéra- 
da como buena (HO y BREINING, 1965) ; esta inactivaciôn puede 
ser reemplazada ventajosamente haciendo termoinactivaciôn.
La mayorîa de los estudios efectuados sobre acciôn 
de interferôn se han llevado a cabo en células de ratôn y polio 
debido a su rendimiento, utilizândose preparaciones parciAlmente 
purificadas o no purificadas. En definitiva podemos mencionar 
una serie de factores que condicionan por si mismos la produc­
ciôn de interferôn como son: naturaleza del inductor, via de 
administraciôn del inductor, fenotipo de una célula, edad del 
huesped, temperature del cuerpo o temperatura de incubaciôn, 
etc. Cuando un cultivo o animal ha producido interferôn como 
respuesta a un inductor este résulta usualmente refractario o 
tolérante a dosis posteriores, presentando en el animal grados 
distintos de tolerancia cruzada.
23.
En cuanto a la apaAdcZon dz ZntzA^zAôn en zt 6uzAo 
dz anZmalzi BARON y BUCKLER (1963) encontraron que la inyec­
ciôn de dosis altas de un virus no replicativo en el caudal 
sangufneo daba lugar a grandes cantidades de interferôn. En 
este tipo de inducciôn denominada sistêraica o generalizada el 
inductor de interferôn interacciona con los tejidos formadores 
de interferôn del sistema retîculo-endofelial sin replicaciôn 
viral preliminar, produciendo en pocas horas grandes cantidades 
de interferôn; asi por ejemplo, tras inyecciôn intravenosa de 
NDV a conejos y ratones, tendrâ lugar la apariciôn, en el sue­
ro de los mismos, de muchos miles de unidades interferôn por 
ml en un periodo comprendido entre 4 y 8 horas despuês de la 
inducciôn,
Los rendimientos mâximos de interferôn en suero (apro­
ximadamente 8.000 unidades) fueron mejorados cuando se inyecta 
virus formolizado por via intravenosa, intraperitoneal o intra­
muscular, aunque la duraciôn de la actividad résulta mas prolon­
gada cuando la inyecciôn se administra intramuscularmente. En 
estudios sobre inducciôn de interferôn en suero de animales por 
NDV, medido 31 dias despuês de tal inducciôn, la cantidad fue" 
alta o baja dependiendo del genotipo de las células productoras. 
Todo ello parece demostrar que los genes controlan directamente _ 
la producciôn de interferôn y actividad de esta sustancia sin 
que hasta el momento se haya determinado en animales el gen o 
genes responsables de esta inducciôn y de la actividad del in­
terferôn tal como se ha efectuado ya en células humanas.
Dentro de estudios de este tipo se han encontrado ni­
veles altos de interferôn en suero de ratones 4 - 6  horas des - 
pués de la administraciôn de RNA de doble cadena (0,075 - 0,5 
mg/Kg) por via intraperitoneal o intravenosa (BUCK y cols.,
1971; PLANTEROSE y cols., 1970 ; SHARPE y cols., 1971). Asi se
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ha visto cue los RNA naturales y el poli I:C son inductores 
muy eficientes en ratones, produciendo niveles de interfer6n| 
mayores que los alcanzados con los inductores de moléculas de 
endotoxina u otros de bajo peso molecular (KLEINSCHMIDT, 1972). 
Dosis bajas de RNA de doble cadena producen niveles altos de ^ 
interferôn y protegen a ratones contra un amplio espectro deji 
DNA y RNA virus. Los RNA mencionados estimulan también niveles 
de interferôn altos en conejos siendo menos efectivo en ganado, 
monos, cerdo y Nombres.
En otros estudios con distintos inductores se observa­
ron niveles bajos de interferôn en suero de ratones durante va­
ries dias despuês de haber recibido una inyecciôn intravenosa 
de fitohemaglutinina (EPSTEIN y MERIGAN, 1968). También en ra­
tones infectados con Mycobacterium tuberculosis (cepa BCG), se 
produjo interferôn alcanzando un maximo a las 6 horas despuês 
de la administraciôn intravenosa (SUGIYAMA y cols., 197 2). Estu­
dios posteriores han confirmado y difundido estos hechos (SALVIN 
y cols., 1973; SALVIN y cols., 1974; SALVIN y cols., 1975; WHEE- 
LOCK, 1965). Asimismo, RONDA y cols. (1976) estudiaron y compa- 
raron el poder inductor de NDV y dos IPS, los procédantes de 
B . melitens is y P. aeruginosa, determinando el tiempo que traris- 
curria desde la administraciôn del inductor hasta la apariciôn 
del in te r fe ron, en cantidad mâxima, en el suero de los animales. 
Los méximos niveles se obtuvieron en todos los casos a las 6 ho­
ras despuês de la inducciôn y el tîtulo mâximo de interferôn 
correspondiô a aquel que habîa sido inducido por el NDV asi como 
a la administraciôn intravenosa de 1 inductor citado.
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2.- Propiedades quîmicas del interferôn
Es un hecho ya conocido que los interferones son 
proteinas biolôgicamente activas, en concrete glicoproteinas; 
algunas de las cuales contienen una proporciôn elevada de car- 
bohidratos y la mayorîa de ellas exhiben carga y tamano hetero- 
géneos. Todas estas proteinas han sido estudiadas por medios 
biolôgicos indirectes, como por ejemplo, observando los cambios 
en la actividad antiviral que siguen a tratamientos fisicos o 
quimicos. En general, y para los interesados en el tema podemos 
senalar que las propiedades quimicas de los interferones han 
sido revisadas ultimamente por NG y VILCEK (19721,FANTES (1973) 
y WEIL y BORNER (1973).
Con la posible excepciôn de dos interferones, aisla- 
dos por KNIGHT (1975, 1976),ninguno de los hasta ahora conocidos 
ha sido suficientemente purificado para poder realizar un anâli- 
sis directe, debido a que son sustancias muy dificiles de obte- 
ner totalmente puras y conservando su actividad biolôgica.
WEIL y BORNER (1973) anteriormente citados, en su es­
tudio sobre la estructura qulmica de interferones lucharon con­
tra la creencia en los resultados obtenidos por la acciôn de 
réactivés grupo-especificos, sin practicar ningûn anâlisis sub- 
secuente del residue de aminoâcidos o proteina alterada. Asi se 
comprobô que los grupos suifidrilos, si estaban présentes en 
los interferones examinados, no eran esenciales para la actividad 
antiviral. Por otra parte, también se ha comprobado que todos 
estos interferones estudiados son sensibles a los réactivés que 
rompen los enlaces disulfuro, por lo que estos grupos si se les 
considéra esenciales para la actividad biolôgica.
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En cuanto a reactivos dirigidos contra grupos amino, 
que fueron usados con interferôn de polio (FANTES y O'NEILL, 
1964), parecen no haber sido suficientemente especif icos, y
puesto que interferones de rata (SCHONNE, 1966) y conejos (KE y
HO, 1968) no fueron inactivados por medios quimicos similares, 
aûn permanece en debate si la presencia del grupo amino es o nd
esencial para el efecto antiviral del interferôn.
En relaciôn con la naturaleza glicoproteica de los 
interferones, existen muchos resultados que aunque no total­
mente concluyentes, sugieren la presencia de carbohidrato. Esto 
se piensa desde hace algûn tiempo por resultados obtenidos me­
diante destrucciôn por periodato, solubilidad en algunos préci­
pitantes de proteina, estabilidad al calor y heterogeneidad de 
carga. La primera evidencia clara de que un carbohidrato, el 
âcido siâlico, formaba parte de un interferôn fue proporcionado 
por SCHONNE y cols., 1970, quienes demostraron que la heteroge- 
neidad del interferôn de conejo aparecla enormemente reducida 
por tratamiento con neuraminidasa. DONE R y WEIL, ya anterior- 
mente citados, continuaron este estudio y proporcionaron la 
prueba definitiva de la existencia de otro carbohidrato su 
interferôn ademâs del âcido siâlico.
En los ûltimos anos se han hecho nuevos descubrimien­
to s relacionados con la estructura qulmica de los interferones. 
Estos resultados, obtenidos con interferôn de conejo, ratôn y 
humano no permiten generalizar sobre las caracteristicas de un 
interferôn ni establecer diferenciaciones claras entre unos y 
otros. Esperamos, que futuras investigaciones consigan aclarar 
muchas incognitas en cuanto se refiere a las relaciones estruc- 
tura-actividad de los interferones.
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Uno de estos ûltimos descubrimientos se refiere a la 
protecciôn de algunos interferones (por ejemplo de fibroblastos 
humanos y de ratôn) contra la pérdida de actividad producida por 
calor, congelaciôn - descongelaciôn, desnaturalizaciôn de super­
ficie y reducciôn por detergentes y también a su posible reac- 
tivaciôn despuês de tal pérdida (MOGENSEN y CANTELL, 1974; STE­
WART y cols. 1974).
DAVEY y cols .(1976a) y SULKOWSKI y cols (1976) encon­
traron que los interferones poseian propiedades hidrofôbicas y 
que este grado de hidrofobicidad variaba enormemente de un inter­
ferôn a otro, incluso dentro de la misma especie. Un uso exten­
sive de esta propiedad ha sido hecho con propôsitos de purifica- 
ciôn (DAVEY y cols., 1976 ; a y b; JANKOWSKI y cols. 1976; SUL­
KOWSKI y cols. 1976) .
De gran interés es una clase de interferôn recientemen­
te descubierta y que debe diferir en su estructura qulmica de 
los interferones "clâsicos": Son los llamados interferones tipo 
II producidos por la inducciôn inmune de leucocitos y de los 
que hablaremos mâs ampliamente en el capitule referente a Inmu- 
nologia. Estos interferones tipo II son mucho menos âcido asta­
bles que sus correspondlentes interferones clâsicos inducidos 
por virus. Difieren de ellos antigénicamente y algunos de ellos 
tienen propiedades biolôgicas y quimicas seme jantes a las descri- 
tas para el factor de inhibiciôn de la migraciôn de macrôfagos 
(MIE). Los primeros interferones tipo II fueron descritos en ra­
tôn por YOUNGNER y SALVIN (1973) y luego en el hombre por VALLE 
y cols. (1974) y por EPSTEIN y cols. (1974).
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Resumiendo y reuniendo en este punto todos los datos 
encontrados sobre la personalidad qulmica del interferôn pode­
mos establecer una serie de propiedades principales que parecen 
comunes a todos los interferones animales: '
- Son proteinas o glicoproteinas
Se des truyen por enzimas proteollticas, por agentes que reac- 
cionan especificamente con ciertos aminoâcidos y peryodato.
- Mo se destruyen por peptidasas, carbohidrasas y lipasas
- Su peso molecular puede es tar comprendido entre 20.000 y mâs' 
de 100.000 d. dentro de las mismas especies.
- No se sedimenta a 100.000 g jdurante 2 horas
- Tienen un punto isoeld'ctrico comprendido entre pH 5,5 y pH 7,5
- Es estable normaImente entre pH 2 y pH 10
- También es estable a 37° C, frecuentemente a 56° C y aûn a
veces mais
- Son destruidos por la acciôn de la betapropiolactona (BPL) , , 
luz ultravioleta, e irradiaciôn
- Presentan amplio espectro antiviral pero con especificidad de 
la especie celular sobre la que se producen
- Inhiben la mu 1tiplicaciôn viral a través de un efecto intrace-
lular que implica una sîntesis de RNA y proteinas dentro de la 
célula.
A la vista de estas propiedades cabe encontrar diferer 
cias muy claras en los interferones producidos por un inductor 
segûn el tipo de células o bien, para los producidos por el mis- 
mo tipo de células, segûn el tipo de inductores. De ahl que sea 
posible referirse a "INTERFERONES" como término genérico cuando 
en cualquier publicaciôn nos encontremos con el término interfe­
rôn .
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3.- Aspectos biolôgicos de la interacciôn virus-interferon- 
-huesped.
Desde que el interferôn fuera descubierto por virôlo- 
gos su estudio ha permanecido durante mucho tiempo como monopo­
lio de los mismos en el campo de la Virologia. En efecto, duran­
te anos se ha considerado que era exclusivamente una sustancia 
antiviral que no afectaba al metabolismo o funciôn de la célula 
huesped (LEVY y cols. 1963; BARON y cols., 1966; LEVY y MERIGAN, 
1966; MARCUS y SALB, 1966 ; FRIEDMAN y SONNABEND, 1970; SONNABEND 
y FRIEDMAN, 1973) pero estudios efectuados durante los ûltimos 
anos han llevado a la conclusiôn de que los efectos antivira­
les del interferôn no son si np una manifestaciôn de su efecto 
sobre la célula al inducir alteraciones importantes en la fi- 
siologfa celular, en funciôn de su aumento o inhibiciôn, segûn 
se resume a continuaciôn.
i - Los fenômenos de inhibiciôn pueden afectar a la 
mu1tiplicaciôn de virus animales, crecimiento intracelular de 
otros microorganismos, divisiôn celular y producciôn de anti- 
cuerpo y reacciôn de hipersensibilidad retardada.
ii - Su aumento interviene en la exprès iôn de algunos 
antigenos en la superficie celular, citotoxicidad de linfocitos 
y fagocitosis
3 . 1 . -  A c c Z ô n  ZnhZbZdoACL 6 o b A z  l a  m u Z t Z v t Z c c L c Z ô n  dzZ  
CAzcZr . iZzn t o v Z A a l
ya en 1963 ISAACS y LINDENMANN demostraron que el 
interferôn ejercia un efecto antiviral cuando actuaba sobre 
la célula y no sobre el virus extracelular. De este modo
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las células incubadas con interferôn desarrollan una resisten- 
cia a los virus en grado proporcional a la concentraciôn de 
interferôn administrado y dependiendo de la temperature de in­
cubaciôn; asi por ejemplo, los interferones no actuan a 4° C 
(VILCEK y R/XDA, 1962) . Una concentraciôn dada de interferôn ge­
nera Imente ejerce su efecto mâximo cuando se pone en incubaciôn 
con las células a 37° C durante 5 - 8  horas (WAGNER, 1961;
FINTER, 1964 ) . Aqui consideramos imprescindible senalar que
entre las propiedades del sistema interferôn se encuentra su 
no especificidad en dos sentidos:
a) diferentes estîmulos virales inducen el mismo 
tipo de interferôn.
b) el interferôn producido induce una resistencia 
celular contra una amplia variedad de virus y
c) el i n t e r f e r ô n  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e s  e n o r m e m e n t e  
G s p e c i f i c o  para el t i p o  de c é l u l a s  a n i m a l  e n  l a  q u e  ha s i d o  
i n d u c i d o .
5.2.' ApPLÔn. Cnk i b i don.a  6obAZ z t  c .Azzim. iznto dz otAo6 mZcAooA- 
ganiimob
Résulta de interés senalar que el interferôn puede 
también inhibir otros agentes infecciosos distintos a los virus, 
como sucede por ejemplo con los miembros del grupo de agentes 
del tracoma-inclusiôn-conjuntivitis (TRIO (SUELTENFUSS y POLLARC 
1963 ; HANNA y cols.,, 1966; REINICXE y cols. 1967) y protozoos 
del tipo Toxoplasma gondii (REMINGTON y MERIGAN, 1968).
3 . 3 .  A c c c o h  (nhibédo'ia dz ta d-Cvêiiôn azlutAA
Segün datos relativamente recientes de algunos au tores, 
el interferôn es capaz de inhibir la muItiplicaciôn de células
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tumorales y normales de distintas especies animales (GRESSER,
1977 ; STEWART y cols., 1976). Se ha comprobado que cuando se 
sépara el interferôn del medio nutriente y se lavan las células, 
el efecto inhibidor es reversible (GRESSER y cols., 1970; PAUC­
KER y cols. 1962) ya que tras un periodo de retraso variable 
las células tratadas pueden multiplicarse normaImente como su­
cede con los testigos sin tratar. Sobre una cierta variedad de 
sistemas expérimentales, en raton, se ha comprobado que el in­
terferôn ejerce una actividad antitumoral comparable a la de las 
sustancias quimioterSpicas corrientemente empleadas (GRESSER, 
1977; GRESSER, 1972; GRESSER y cols. 1976, STRANDER y cols. 1973 
a y b; STRANDER y cols. 1977).
El interferôn inhibe la regeneraciôn del tej ido hepâ- 
tico en ratones parcialmente hepatectomizados (FRAYSSINET y cols, 
197 3) y también la muItiplicaciôn de linfocitos alogénicos en 
ratones irradiados (CEROTTINI y cols ,1973),habiendose comprobado 
asimismo que el interferôn administrado a ratones lactantes es 
capaz de producir una marcada inhibiciôn o retraso en su creci­
miento y desarrollo (GRESSER y cols. 1975). La interpretaciôn 
de este fenômeno difiere profundamente, ya que o bien los efec­
tos inhibidores de los preparados de interferôn sobre la multi- 
plicaciôn viral y la divisiôn celular son mediados por dos sus- - 
tancias diferentes, o bien, ambos efectos son debidos a la misma 
molécula que nosotros llamamos interferôn. Si se acepta la pri­
mera interpretaciôn se debe estudiar el mécanisme del efecto an­
tiviral del interferôn y desechar los otros efectos como irrele­
vantes. Si por el contrario, se acepta la ultima interpretaciôn, 
entonces se debe admitir que una célula tratada con interferôn 
es realmente una célula alterada, ya que la multiplicaciôn viral 




Se ha estudiado y comprobado que el Interferôn es la 
sustancia responsable de ambas actividades, por ejemplo:
(a) células murinas y humanas, resistentes al efecto antiviral, 
del Interferôn, han presentado resistencia al efecto del 
interferôn sobre la divisiôn celular (GRESSER y cols. 1970; 
LINDHAL-MAGNUSSON y cols. 1971; GRESSER y cols. 1974; KATZ 
y cols. 1975) .
(b) preparaciones de interferôn murino y humano, crudo y purifi- 
cado, con independencia del tipo del tej ido e inductor de 
interferôn empleados (viral o no viral), inhibieron la mul­
tiplicaciôn de células murinas y humanas (GRESSER y cols. 
1970 ; PAUCKER y cols. 1962; KNIGHT, 1973 ; TAN, 1976; KUIVATA 
y cols. 1976; FUSE y KUWATA, 1977 ; TOVEY y cols. 1975; !| 
KNIGHT, 1976 ; EINHORM y STRANDER, 1977), mientras que un in­
terferôn heterologo (preparado con los mismos inductores), 
un Interferôn murino inactivado o un "falso"interferôn re- 
sultaron totalmente inefectivos (GRESSER y cols. 1970).
Al comparer la actividad antiviral de diferentes in­
terferones puri ficados con su acciôn inhibidora sobre la multi­
plicaciôn celular se viô un claro paralelismo entre ambas acti­
vidades; y sus cinéticas de producciôn respectivas y las de pér­
dida de actividad por el calor resultan también paralelas (GRE­
SSER y cols. 1973) . ^
(c) Cuando se calentaron preparaciones de interferôn humano o | 
murino en presencia de SDS y urea, en condiciones reducto- . 
ras y no reductoras, y se sometieron a electroforesis en 
gel de poliacrilamida, apareciô una correlaciôn cuantita-
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tiva directa entre la actividad antiviral de una fracciôn dada 
y su actividad inhibidora sobre la multiplicaciôn celular (STE­
WART y cols. 19 76) .
3.4. AccZân 6obA& cZzAta6 ^uncZonz6 czlataAZ6
Pese a la capacidad de inhibir la divisiôn celular, 
el interferôn puede actuar también aumentado ciertas funciones 
celulares especializadas: por ejemplo, incrementa la capacidad 
fagocitaria de los macrôfagos hacia particulas de carbôn (HUANG 
y cols. 1971; IMANISHI y cols. 1975); aumenta la citotoxicidad 
de linfocitos sensibilizados para células tumorales blanco 
(LINDAHL y cols. 1972); incrementa el nümero de células forma- 
doras de anticuerpos (GISLER y cols. 1974) y el nûmero de célu­
las Friend sintetizadoras de hemoglobina estimuladas por DMSO 
(LIEBERMAN y cols. 1974) .
El tratamiento con interferôn conduce al incremento 
en la producciôn de ciertas proteinas; asi, incubando las cé­
lulas productoras con pequehas cantidades de interferôn tiene 
lugar un marcado incremento en la producciôn posterior de inter­
ferôn cuando taies células se inoculan con inductores de inter­
ferôn, viral o no viral, apropiados (ISAACS y BURKE, 1958; STE- - 
WART y cols. 1971) . Este fenômeno, empleado en la superinduceiôn 
de interferôn, se conoce con el nombre de "cebado" o "priming".
El interferôn, por otra parte, también puede aumentar 
la sîntesis de pros taglandinas (YARON y cols. 1977) y la libe- 
raciôn de histaminas por linfocitos basôfilos a través de IgE 
(IDA y cols. 1977), sin que se conozca aûn el mécanisme de estos 
efectos (LINDAHL, 1974 ; GRESSER, 1975) .
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3 . 5 . Accéôn 6obAe la upi'A ^ ZcZz czlulaA
Se ha demoskrado que incubando células tumorales mu­
rinas (LINDAHL y cols. 1973; KILLANDER y cols. 1976) o células 
tumorales normales (LINDAHL, 1974) con cantidades relativamente 
pequenas de interferôn (por ejemplo 1000 unidades) durante 24 
horas o mâs, tenla lugar un marcado incremento(de 4 a 16 veces) 
en la expresiôn de antigenos histocompatibles (H-2) de superfi­
cie. Asimismo se ha observado un efecto similar sobre timocitos 
y linfocitos de bazo recogidos de ratones recién destetados o 
adultes a los que se. habia administrado interferôn o inductores 
del mismo (NDV, poli I:C y tilorona) (VIGNAUX y GRESSER, 1977 
LINDH7\L y cols. 1976) .
Otras alteraciones producidas por el interferôn sobre 
la membrana celülar son;cambios de la morfologia celular conco­
mitantes con aquellas alteraciones (GRESSER, 1961); incremento 
en la carga negativa neta determinada por electrofores is celu­
lar (K'NIGHT y KORANT, 1977); aumento de la posibilidad de uniôn’' 
de la concanavalina A radioactiva a la superficie celular (HUET 
y cols. 1974) , disminuciôn en el transporte de timidina (BROUTY 
BOYE y TOVEY, 19 77); disminuciôn de la capacidad para eliminar 
uridina marcada (DEGRE y üOVIG, 1976); incremento de los grânu- - 
los intramembranosos y alteraciôn en la densidad de la membrana 
plasmâtica (CHANG y cols. 1977).
3 . 6 . I  nt.p x a c c  t ô n  dpi :  e n t e  / {e tân  zn z t  i Z i t z m a  Znmun. i t aA . io
Existe la evidencia de que los interferones juegan un
importance, papel en la recîulaciôn de la respuesta anticuerpo
humoral, incluso en dosis que aparecen normalmente en el orga­
nisme despuas de una . infecciôn viral (DR.AUN y LEV’i, 1972 ;
JOHNSON y BARON, 1976 a, b). Por otra parte, los interferones 
desempenan una des tacada actividad interviniendo en la modula-
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ciôn de la inmunidad linfocitaria.
En la actualidad se considéra que el interferdn es 
el ûnico componente biolôgico, que présenta un doble control 
sobre el sistema inmunitario celular, unas veces deprimiendolo 
y otras exaltandolo (BRAUN y LEVY, 1972; GISLER y cols. 1974; 
LINDAHL y cols. 1972).
En el capitulo posterior se estudiarâ con mas detalle 
la interacciôn de este sistema con el interferôn.
3 . 7 .  S e m e j a n z a  d z Z  c o n  eZ hoAmonaZ
Recientes estudios indican que bay una analogîa entre 
la estructura y funciôn del receptor para el interferôn y los 
receptores para las hormonas glicoproteicas y para las toxinas 
tetSnica y colérica (LEE y cols, 1976; KOHN y cols, 1977 y 
MÜLLIN y cols. 1976) . Esta relaciôn ha permitido el uso de la 
tirotropina (TSH) y toxina colérica en la investigaciôn sobre 
el mecanismo de acciôn del interferôn (FRIEDMAN y KOHN, 1976; 
KOHN, 1977; GROLUIAN y cols. 1977). Los resultados obtenidos 
indican que la iniciaciôn de la actividad antiviral del interfe­
rôn es un acontecimiento que se produce a partir de la membrana 
celular.
Todo ello ha llevado a considerar que el interferôn 
présenta una gran semejanza con las hormonas glicoproteicas 
basandose en los puntos siguientes:
a) son compuestos glicoproteicos
b) poseen un similar tamano molecular
c) ambos llevan a cabo una funciôn transportadora de 
mensajes entre cêlulas
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d) corao algvmas de las hormonas peptldicas, el intei • 
feron parece interaccionar con receptores celulares 
localizados sobre la membrana celular y all! inducir 
la serie de pasos que conducen al estado antiviral. 
La interacciôn receptor-interferôn es probablemente 
de tipo cooperative, lo que significa que el inter­
ferôn induce en el receptor cambios configuraciona- 
les qua conducen a la activaciôn (ANKEL y cols.
1973; CHANY, 1976).
e) ausencia de consume de interferôn u hormonas glico­
proteicas durante su acciôn sobre las células.
f) derepresiôn genêtica y sintesis "de novo" de pro- 
teina(s) por las células que intervienen.
II. VARIACIONES EN LA SINTESIS 
DE INTERFERON
Como ya se ha indicado precedentemente la producciôn 
de interferôn lleva consigo la derepresiôn de unos genes segui- 
do de transcripciôn del mRNA y posterior traducciôn. Es lôgico 
pensar que en tan complicado sistema molecular la presencia de 
ciertas sustancias qufmicas puede influir en la sîntesis de 
interferôn, tanto en cultives celulares como en animales. De 
hecho los mécanismes del esquema de sîntesis ha podido ser con- 
firmado por los resultados obtenidos con ciertos inhibidores 
metabôlicos como la actinomicina D, al actuar sobre la sîntesis 
de RNA dependiente del DNA (REICH y cols. 1962); o con puromi- 
cina y cicloheximida, como inhibidores de la sîntesis de pro- 
teinas. Asî se puede comprobar que la formaciôn de interferôn 
"in vitro" inducida por virus es inhibida por la actinomicina 
D (HELLER, 1963; WAGNER, 1963; WAGNER y HUANG, 1965; LEVY y 
cols. 1965; HO y BPJEINING, 1965; WALTERS y cols. 1967). Esta 
producciôn queda también inhibida por dosis bajas de puromicina 
(WAGNER y HUANG, 1965; BUCHAN y BURKE, 1966) y cicloheximida 
(YOUNGNER y cols. 1965) que actuan a nivel post-transcripcional 
del mRNA del interferôn. Estos dos ûltimos farmacos al actuar 
de formas diferentes producen distintos efectos; asî la puromi­
cina provoca una liberaciôn prematura de la cadena polipeptîdi- 
ca en crecimiento (YARMGLINSKY y DE LA HABA, 1959) mientras que
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la cicloheximida bloquea la traducciôn del mRNA (WILLEMS y 
PENMAN, 196 6) aunque segûn se ha senalado por diversos auto- 
res (TAMAOKI y MUELLER, 1963; LONG y BURKE, 1970) ambos com­
puestos ejercen también un efecto inhibidor sobre la sîntesis 
del RNA.
Por otro lado, en estudios "in vivo" HO y KONO (1965) 
tratando conejos con actinomicina D y estudiando su efecto so­
bre la producciôn de interferôn por virus Sindbis, encontraron 
que la respuesta de interferôn quedaba deprimida por la acciôn 
del antibiôtico.
YOUNGNER y cols. (1965) y KE y cols. (1966) estudian­
do la cantidad de interferôn inducida en ratones por el NDV y 
en cone jos por el virus Sindbis, demostraron que la producciôn 
de interferôn quedaba anulada cuando los animales eran tratados 
con dosis de puromicina que actuan como inhibidores de la sln- 
tesis de proteina en el higado. Los autores, anteriormente ci- 
tados, encontraron un comportamiento anaiogo con cicloheximida 
en ratones infectados con NDV
Sin embargo YOUNGNER y cols senalan, por otra parte^ 
que las cantidades de interferôn inducido por endotoxina o por 
virus en ratones, no era afectada por pretratamientos con una 
dosis de actinomicina, que es suficiente para reducir la sln- 
tesis de FINA en el higado hasta un 3% con respecto al nivel 
normal ; por otro lado cuando los ratones eran tratados con do­
sis de cicloheximida y puromicina que inhibian totalmente la 
sîntesis de proteina en el higado de los mismos, encontraron 
que la inyecciôn de endotoxina producia una respuesta interfe­
rôn aumentada y prolongada.
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Hay que destacar que esta y otras sustancias en cier- \
tas condiciones pueden aumentar los niveles de interferôn, cono- 
ciendo este fenômeno como superinducciôn como mas tarde veremos.
KE y cols.(1966) encontraron que la produccion de in­
terferôn en conejos inyectados con endotoxinas no resultaba 
afectada cuando estos animales eran pretratados con una dosis 
de puromicina que inhibfa totalmente la sîntesis de proteina 
en el higado. Los mismos resultados se obtuvieron "in vitro" 
con endotoxinas utilizando actinomicina D (KONO, 1967, FINKELSTEI’ 
y cols .1968) . Estos resultados sugirieron que en la inducciôn de 
interferôn no estaban implicadas la sîntesis de RNA dependiente 
del DNA ni de proteinas por lo que se mantuvo la tes is de que ■ 
este interferôn podrîa estar preformado en las cêlulas y ser |
liberado por la endotoxina. |
Es preciso recordar que entre 1965 y 1970 los inter- ;
ferones estaban clasificados entre sintetizados "de novo" y 
preformados; esta ûltima categorîa englobaba los interferones 
cuya apariciôn no era sensible a la inhibiciôn por drogas que 
suprimen la sîntesis de RNA o proteina. Si tenemos en cuenta 
que ya YOUNGNER y cols, en 1965 apreciaron una elevaciôn en el 
tîtulo de interferôn en ratones, inducidos por endotoxinas y 
pretratados con cicloheximida y puromicina, podemos tener en 
consideraciôn sus observaciones, que dieron lugar a varias pu- 
blicaciones (VILCEK y NG, 1971; TAN y cols. 1971 ; MYERS y FRIED­
MAN, 1971) y que demostraron que el interferôn siempre era sin- 
tetizado "de novo", independientemente de la naturaleza del in­
ductor; aportando, ademâs, datos de aumento en la producciôn de
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interferôn "in vitro" e "in vivo" bajo la acciôn de drogas 
inhibidores de RNA y protoinas, fenômeno que ha recibido el 
nombre de superinducciôn y que estudiaremos posteriormente 
con mayor detalle.
La relaciôn en sîntesis de interferôn y presencia de 
antibiôticos en el sistema biolôgico ha sido estudiada en nues- 
tro Institute en varias ocasiones (RONDA y ALONSO, 1974; RONDA 
y cols. 1976; BARASOAIN y cols. 1978) y con distintas molëcu- 
las ansamlnicas. Se efectuô la inducciôn de interferôn "in vi­
tro" por NDV termoinactivndo en cultives de fibroblastos de 
embriôn de pol.lo en presencia de rifampicina (dosis de 100, 50,
10 y 5 iA.g/ml de medio de cultive) y de rifamicina (dosis de 
10 y 5 p\q/ml de medio de cultive) observando la influencia del 
factor intervalo de ttempos entre administraciôn de droga e in­
ductor de interferôn. Anadiendo el antibiôtico al cultive cuatro 
horas antes, simultaneamente o cuatro horas después de la ino- 
culaciôn del NDV, también se pudo demostrar una acciôn inhibi­
dor a , variable para la rifampicina, que depende de la ce ncen- 
traciôn estudiada y con efecto mayor cuando el antibiôtico se 
anadla 4 horas antes respecto al inductor de interferôn. La 
rifamicina resultô mis inhibidora,a las dosis estudiadas, in­
cluse cuando se anadla al cultive celular simultônea o posterior­
mente al virus;.
En estudios "in vivo" con polios, utilizando NDV ac­
tive y los LPE; anteriormente citados, se determinô la inf luen­
cia de La rifampicina, rifamicina SV y AF/0-13 (un nuevo de- 
rivado de la rifamicina) inoculadas intravenosamente en dosis 
de 1 y 0,5J^/100 gr peso vivo antes (1 y 2 horas) , siraul- 
taneamente y después (2 y 4 horas) de la inducciôn.
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Los tltulos de interferôn, que fueron determinados 
en el suero sanguineo obtenido 4-6 horas después de la induc­
ciôn, demostraron una mSxima inhibiciôn en la producciôn de 
interferôn cuando los antibio'ticos fueron administrados previa- 
mente; en el caso de la rifamicina SV esta depresiôn se prolon­
ge para los tratamientos simultâneos y posteriores. Estos anti­
biôticos, que bloquean algunas RNA polimerasas dependlentes del 
DNA en las células de mamiferos (WEHRLI y cols. 1968; JUHASZ y 
cols. 1972; SRB y cols. 1974), pueden también afectar por este 
mecanismo la producciôn de interferôn, al igual que sucede con 
las respuestas inmunitarias humoral y celular (SUNG, 1974;
FAUNESeu, 1970; DAJANI y cols. 1973; FLOERSHEIM, 1973); tampoco 
debe olvidarse el efecto inhibidor que estos antibiôticos ejer­
cen sobre las mitocondrias (GADALETA y cols. 1970) y que pueden 
afectar al mecanismo de algunas transformaciones bioquîmicas 
que requieran energla.
En otro aspecto del problema, habremos de referirnos 
a ciertos inhibidores de interferôn cuyo mecanismo esté rela- 
cionado con la sîntesis de âcidos nucleicos interfiriendo a ni­
vel de bases puricas y pirimidinicas; entre ellas tenemos la 
6-azauridina, inhibidor de la sîntesis de RNA y 5-fluoro-uracilo 
que se incorpora al RNA celular produciendo alteraciones en la 
acciôn del interferôn (NICHOL y TERSHAK, 1967); la azaticina 
(6-mercaptopurina; (FIELD y cols. 1967) que segün ST. GEME y 
cols. (1969) no inhibe los efectos del interferôn en células 
de polio ; 2-mercapto-l (B-4-piridetil) bencimidazol (MPB) , sus- 
tancia descri ta por BUCKNALL y CARTER (1967) que inhibe la ac­
ciôn de interferôn reversiblemente en cêlulas de polio (FRIED­
MAN y PASTAN, 1970) . Esta molécula que no tiene efecto sobre la 
sîntesis del RNA celular ni sobre la de la proteina (SKEHEL y
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cols. 1967; MAKATA y BADER, 1969) parece actuar por medio de f 
un bloqueo de los receptores del interferôn en la membrana viral
Por Ultimo, existen otros agentes capaces de influir 
en la acciôn antiviral del interferôn. Como son el adenîlico 
cîclico (AMPc), que segûn FRIEDMAN y PASTAN (1969) podla aumen­
tar la respuesta interferôn viral en cultives de células de 
polio a dosis 10  ^ M. Se llegô a la conclusiôn de que el AMPc, 
tiene un efecto inhibidor sobre las funciones inmunolôgicas e 
inflamatorias de linfocitos (BOURNE y cols. 1974). Los resulta­
dos obtenidos indican que el AMPc juega un papel negative en la 
producciôn de interferôn por linfocitos y en la supresiôn de la 
respuesta productora de plaças hemolîticas "in vitro" (JOHNSON^, 
1977} . f
Por otra lado también se ha vis to que el AMPc inhibe
la producciôn de interferôn de tipo II en cultives de esplenoci-
tes de ratôn C57BI/6 estiinulados con mitôgenos como Con A y en- 
terotoxina estafilococica A (SEA); y que el dibutiril-AMPc 
2x10  ^ M puede también inhibir la producciôn de interferôn tipO 
II inducido por Con A y SEA entre el 85 y 96%, aunque se haya 
observado que tras la inducciôn de interferôn en esplenocitos 
de ratôn por Con A, y después de eliminar las cêlulas del sobre-- 
nadante, fue tratado con dibutiril-AMPc a la concentraciôn rese- 
nada sin que apareciera disminuciôn del titulo del interferôn lo 
cjue nos indica que -su bloquée sucede a nivel de inducciôn mas que 
de acciôn (JOHNSON, 1977) .
También, la cortisona y otros esteroides pueden aumer^-
tar o inhibir la actividad del IF, dependiendo del sistema expe­
rimental en el que se estudia el efecto; por ejemplo, células 
de M.C.A. fueron mas sensibles a la infecciôn viral después de
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tratamiento con interferôn y cortisona que cuando fueron tra- 
tadas con interferon solamente (KILBOURNE y cols. 1961; REINICKE, 
1964).
Por otro lado, la hidrocortisona y la 17-Q(-metll- 
-testosterona aumentaron el efecto antiviral del interferôn 
en una linea de cêlulas tumorales de rata (DE MAEYER y DE MAE- 
YER, 1963).
Cuando estâ présente suero fetal bovino, en concen- 
traciones a l t a s e n  preparaciones de interferôn se produce una 
disminuciôn e incluso supresiôn de la actividad antiviral; pero 
sin embargo, en proporciones del 2 al 4% se utiliza como con- 
servador de esta actividad (VILCEK y LOWY, 1967). Segûn parece, 
el inhibidor serico puede ser eliminado por pase a traves de 
columnas de Sephadex G 200 (ROSSMAN y VILCEK, 1968) .
Finalmente, entre otros agentes capaces de intervenir 
en la sîntesis de interferôn, esté la ihsulina que puede poten- 
ciar debilmente el efecto del interferôn cuando se anade a célu­
las en concentraciones iguales o mayores a 10^Ig/ml y al mismo 
tiempo que el interferôn (VILCEK y cols. 1967) ; sin embargo, 
cuando las cêlulas estaban sometidas a pretratamiento con insu- 
lina o suero, 18 horas antes de anadir el interferôn, ambas - 
gercen un efecto inhibidor sobre la acciôn de éste (VILCEK y 
FRIEDMAN-KIEN, 1968) .
Como ejemplo ilustrativo del diferente comportamiento 
de diverses drogas sobre la inducciôn de interferôn tanto "in 














































k— o Z ZÜ
lu g il


















^  5 Q.
<  t - a: 9zS
cc z
L -  < œ
5
ÿ  d  z





H- >  >
O Q O








, '  l  ■
III. LA SUPERIMDUCCION DE INTERFERON
En la mayorfa de los diferentes tipos de cultivos 
celulares, el interferôn empieza a ser sintetizadou dos horas 
después de la exposiciôn del cultivo al inductor correspon- 
diente y lo hace con una determinada capacidad de sîntesis ^  ^
que alcanza un valor mâximo a las très horas. Poco después, 
la sîntesis de interferôn va declinando gradualmente hasta ni­
veles indétectables con una vélocidad casi tan rapida como em- 
pezô a aumentar. Desde los primeros trabajos con interferôn se 
encontrô que la actinomicina D, que bloquea el mRNA, producfa 
una inhibiciôn o depresiôn en la sîntesis de interferôn; y tam­
bién fue demostrado en animales de laboratorio tratados con al- 
gunos inhibidores de la sîntesis proteica, como puromicina y 
cicloheximida, que no se producîa interferôn al ser inoculado 
con NDV (YOUNGNER y cols. 1965; YOUNGNER y HALLUM, 1969) .
Esta acciôn de los inhibidores sirviô, en su momento, 
para confirmar la hipôtesis de la intervenciôn del genorna celu­
lar del huesped. Después el gran nûmero de trabajos posteriores
(*) Esta capacidad de sîntesis se mide por la concentraciôn 
intracelular o grado de acumulaciôn de interferôn en el 
lîquido del cultivo celular.
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hin iclo puntua Lizando mas cl fenômeno y se ha vis to que existe 
una relaciôn entre el tiempo de administraciôn de los inhibi­
dores y la inoculaciôn del virus, para que aparezcan estas ,
inhibiciones; asî, la cicloheximida, puede reforzar la apari- \
ciôn del interferôn cuando es inducido, sobre todo, por endo­
toxinas bacterianas,■poli I:C y tilorona; y lo mismo ocurre con 
la actinomicina D y puromicina.
Han pasado mâs de 10 anos desde que se encontrô que 
la cicloheximida también podla aumentar los niveles de interfe­
rôn inducido por endotoxina en ratones, era la primera demos- 
traciôn de lo que posteriormente se habrîa de denominar super- 
inducciôn del interferôn. Esta superinducciôn conduce a un in- 
cremento en el rendimiento final de interferôn mediante una pro- 
l#ongaciôn del periodo durante el cual se produce interferôn.
El término superinducciôn fue introducido por GARREN 
y cols (1964) para describir el aumento de producciôn de los ^
enzimas inducidos por los esteroides tirosina aminotransferasa 
y triptôfano pirrolasa en el higado de rata tras inyecciôn de 
actinomicina D. Por tanto, se refiere a la producciôn incremen- 
tada de una proteina inducible, en células expuestas a inhibido­
res de sîntesis macromolecular y al inductor apropiado.
Aün antes de la publicaciôn de los primeros trabajos 
sobre superinducciôn de enzimas en células de higado de rata 
diversos autores (CARREM y cols., 1964; TOMKINS y cols. 1966) 
McAUSLAM^en 196 3, descr ib iô un fenômeno similar en cêlulas HeLa 
infectadas con virus vacunal a las que de 2 a 4 horas después 
de la infecciôn viral se anadiô actinomicina D y puromicina.
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encontrando un aumento paradôjico en la sîntesis de timidina 
kinasa; la sîntesis de esta enzima, codificada tempranamente 
por el virus, comienza a declinar normalmente coincidiendo con 
la apariciôn de la sîntesis de las proteinas tardîas, alrededor 
de 6 horas después de la infecciôn viral. Asî, el caso de la 
sîntesis de la timidina kinasa queda en funciôn de un represor 
de proteina codificado por el virus que interfiere en la activi­
dad del mRNA. Los resultados obtenidos en la experimentaciôn 
ponian de manifiesto la posibilidad de que la superinducciôn 
fuera debida a la supresiôn de un mecanismo de regulaciôn 
post-transcripcional de sîntesis de interferôn., Asî la acti­
nomicina D y la puromicina, interfieren la sîntesis del repre­
sor. Los resultados de McAusland pueden ser considerados como 
la primera demostraciôn convincente del control a nivel de tra­
ducciôn de una proteina.
El fenômeno de superinducciôn ha sido encontrado en 
buen nûmero de otros sistemas incluyendo la producciôn de in­
terferôn en cêlulas eucariôticas (TOMKINS y cols. 1972), pero 
donde la superinduceiôn ha llegado a ser una herramienta muy 
ûtil es en la producciôn de grandes cantidades de interferôn 
en particular, cuando se ha aplicado la têcnica sucesivamente 
en la producciôn de interferôn en fibroblastos diploides humanos.
1. Aspectos bioquîmicos de la superinduceiôn de interferôn
La superinducciôn de interferôn fue primero demostrada 
por YOUNGNER y cols. (1965) en el curso de sus estudios sobre 
la naturaleza de la producciôn de interferôn inducido en ratôn 
por virus o endotoxina. Estos autores observaron que la produc­
ciôn de interferôn inducida por NDV quedaba bas tante reducida
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tras la administraciôn de diferentes dosis de cicloheximida al 
producir un fuerte efecto inhibidor sobre la sîntesis de pro­
teinas en el higado de ratôn. Sin embargo, las mismas dôsis de 
cicloheximida mostraban un efecto muy diferente en la produc­
ciôn de interferôn cuando este era inducido por endotoxina bac- 
teriana. En todos estos casos se encontraba un retraso inicial 
en la apariciôn de interferôn en los ratones tratados con ciclo­
heximida, pero a intervalos variables de tratamiento con la ci­
cloheximida, los niveles de interferôn en suero fueron mueho 
mayores con respecto a los ratones que solo recibieron la endo­
toxina bacteriana. Asimismo se ha comprobado (YOUGNER y cols.1965 
que ].a puromicina tiene un efecto similar al de la cicloheximi­
da en cuanto a la producciôn de interferôn inducido por endoto­
xina.
Por otra parte, también, al observar un fenômeno simi­
lar en cultivos de tcjidos fue posible ir estudiando gradualmen­
te los mecanismos relacionados con la superinducciôn de interfe­
rôn. Asî, ROSSMAN (1968) encontrô que la adiciôn de actinomici­
na D, a cultivos celulares de embriôn de polio, al cabo de 10 
14 horas después de la infecciôn con virus Chikungunya producîa 
un ligero aumento en la producciôn de interferôn. Posteriormen­
te, se comprobô un aumento de esta producciôn que era mâs marca-- 
do en un cultivo de células de rihôn de conejo tratado con acti­
nomicina D a las 3,5 - 5,5 horas después de la inducciôn de in­
terferôn con poli I:C. Esta acciôn superinductora de la actino­
micina D fue atribuida al bloquée de un inhibidor endôgeno de 
interferôn (VILCEK y cols. 1969) .
En un principio pareciô dificil coordinar el hecho de 
la presencia de moléculas supresoras de la sîntesis prote'ïca.
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en el medio de cultivo celular, con la nociôn de que en estas 
condiciones se aumentara la producciôn del interferôn cuando 
este es de naturaleza proteica y se sintetiza y libera tras 
la inducciôn. Pero el fenômeno es asî y parece suficientemente 
comprobado, ya que en un principio se produce una inhibiciôn 
que va seguida de una prolongaciôn en el tiempo de su formaciôn 
para, posteriormente, conseguir el aumento del nivel de Inter­
ferôn inducido (VILCEK y cols. 1969; FINKELSTEIN y cols. 1968; 
VILCEK, 1970).
En cultivos de fibroblastos humanos diploides se ha 
observado que después de la inducciôn de interferôn con RNA 
de doble cadena, generalmente poli I:C, podîa provocarse una 
superinduceiôn por adiciôn, en tiempos previamente determinados, 
de inhibidores de sîntesis de proteina y RNA, pudiendo encontrar 
un aumento de 10 a 50 veces en el rendimiento de interferôn res­
pecto al obtenido en una inducciôn quîmica o viral ûnica (BI- 
LLIAU y cols. 1973; HAVELL y VILCEK, 1972; HO y cols. 1972).
Este estudio se ha continuado posteriormente (NG y VILCEK, 1972 ; 
VILCEK y HAVELL, 1973; VILCEK y cols. 1975)con resultados anâ- 
logos.
Es interesante destacar que la superinduceiôn de inter­
ferôn se haya observado cuando se utilizan cultivos celulares 
normales (diploides) casi exclusivamente (TAN y cols. 1970; 
VILCEK, 1970; VILCEK y NG, 1971), mientras que no se ha podido 
observar esta superinduceiôn en células L (de linea y, por tan­
to, transformadas); ello implica que no tendrian o no expresa- 
rian un mecanismo regulador normal para la producciôn de inter­
ferôn .
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VILCEK y cols. (1976) postulan que, en esencia, el 
efecto de cualquier inhibidor metabôlico sobre la producciôn 
de interferôn en este sistema, représenta la suma de dos ac- 
ciones: la acciôn de la producciôn de interferôn en si misma 
y la acciôn sobre la sîntesis de una proteina reguladora que 
ejerce un control negativo sobre la producciôn de interferôn 
a nivel transcripcional (SEHGAL y TAMM, 19 76a;CAVALIERI y cols. 
1977; RAJ y PITHA, 1977; SEHGAL y cols. 1977). La funciôn de 
esta proteina reguladora hipotética es bloquear la sîntesis de 
interferôn 4 horas después de la inducciôn. Uno de los efectos 
esperados en estas condiciones para los inhibidores metabôlicos, 
serîa producir unas veces, una inhibiciôn o descenso en la pro­
ducciôn de interferôn, mientras que en otras ocasiones nos en- 
contrariamos con una prolongada producciôn de interferôn; estos 
efectos ya han sido, asî, demostrados y su interpretaciôn es 
compatible cT)n los resultados de los experimentos en los que los 
inhibidores metabôlicos son anadidos a tiempos distintos durante 
el proceso de inducciôn tanto en cultivos (VILCEK, 1970) como en 
los encontrados en ratones (YOUNGNER y cols. 1965; YOUNGNER y 
HALLUM, 19 68; YOUNGNER, 19 70 a, b) .
Otros estudios de TAN y cols. (1970) , utilizando el 
modelo de inducciôn de interferôn por poli I :C , en cultivos 
celulares de rihôn de conejo con tratamientos posteriores a 
base de actinomicina D y algunos otros inhibidores de la sînte­
sis prote^ica han proporcionado una evidencia mis en favor de 
las nociones de que todo interferôn es sintetizado "de novo" en 
este sistema y que la sîntesis del mismo esté sujeta a regula­
ciôn post-transcripcional por una proteina celular controladora. 
Estudios posteriores, con inhibidores metabôlicos, han corrobo- 
rado estas conclusiones (VILCEK y NG, 1971; TAN y cols. 1971).
51.
Con el fin de aclarar el mecanismos de la superinduc- 
ci6n, REYNOLDS y PITHA (1974) compararon el nivel de mRNA del 
interferôn presente en células en condiciones de superinducciôn 
con el existante en oélulas solcunente inducidas por el método 
normal. Asî, los autores encontraron que el grado de sîntesis 
de interferôn era paralelo a la cantidad medida de un mRNA tra- 
ducible. Las células superinducidas contenian mayor cantidad de 
este mRNA traducible que las normalmente inducidas y el grado 
de sîntesis de interferôn parece ser proporcional al nivel de 
mRNA existante, por lo cual, parece bastante improbable expli- 
car el fenômeno de la superinducciôn a nivel de la traducciôn.
Los experimentos mâs recientes cuya finalidad es acla­
rar y explicar el mecanismo de la superinduceiôn sugieren que 
la traducciôn del mRNA del interferôn, por ejemplo, en fibroblas­
tos diploides humanos inducidos por poli I :C , es ta regulada por 
un mecanismo represor que inactive o dégrada el mRNA del inter­
ferôn (VILCEK y cols. 19 76; SEHGAL y cols. 1977 ; TAMM y SEHGAL, 
1978). Este mecanismo parece implicar la sîntesis de un mRNA 
"turnover" que conduce a una inhibiciôn en la traducciôn del 
mRNA del interferôn inducido por poli I :C (VILCEK y cols. 1969; 
TAN y cols. 1970; SEHGAL y cols. 1975 , 1976 ; SEHGAL y TAMM,
1976 ; TAMM y SEHGAL, 1978) . Finalmente, en cuanto al empleo de 
inhibidores metabôlicos, SEHGAL y cols. (1978) analizaron el 
efecto del 5,6-dicloro-lB-D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB), que 
es un inhibidor selectivo y reversible de la sîntesis de 1 mRNA 
(TAMM y SEHGAL, 1978) , sobre la producciôn de interferôn induci­
do por poli I :C en cultivos de fibroblastos diploides humanos 
(cepa FS - 4) observaron que aparece un incremento aproximado 
de 10 veces en el rendimiento de IF acumulado en las primeras 
24 horas de inducciôn (SEHGAL y cols. 1975 ; SEHGAL y TAMM,
1976; TAMM y SEHGAL, 1978) .
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2. Aplicaciones clînicas de la superinducciôn
Partiendo del supuesto de que la superinducciôn permi- 
te increraentar el rendimiento en interferôn, entre otros casos, 
en cultivos de células diploides humanas, particularmente cuando 
se empLea en combinaciôn con inductores polinucleôtidos como 
poli I;C (VILCEK y HAVELL, 1973; MYERS y FRIEDMAN, 1971 ; HO y 
cols. 1972; BILLIAU y cols. 1973; HAVELL y VILCEK, 1972), parece 
lôgico pensar que se pretenda utilizer como posible agente anti­
viral, aunque antes se hace preciso resolver ciertas dificulta- 
des y conseguir una normalizaciôn de esta producciôn en cuanto 
a caracterîsticas bidlôgicas.
Se ha demostrado que el tipo de interferôn producido 
en cultivos primaries de Laucocitos humanos (STRANDER y CANTELL, 
1967) y el procedente de côlulas diploides humanas difieren en 
varias caracterfsticas importantes. En efecto, practicando una 
electro fores is en gel de poliacrilamida con interferôn de leuco- 
citos humanos, bajo condiciones desnaturalizadas se obtienen dos
4
especies moleculares distintas con peso molecular de 1,5 x 10 
y 2,1 X 10^ daltons respectivamente (STEWART y DESMYTER, 1975), 
mientras que el interferôn procédante de fibroblastos humanos 
da lugar a una ûnica especle electroforéticamente homogénea con - 
un Pm de 2 x 10^ daltons (KNIGHT, 1976). Mâs aûn, los distintos 
interferones humanos procédantes de distintas fuentes son anti- 
génicamente distintos unos de otros (BERG y cols. 1975; HAVELL 
y cols. 1975) e incluso el interferôn inmune inducido en linfo­
citos T sensibilizados es timulados con un antîgeno especîfico, 
probablemente représenta una tercera especie antigénica de in­
terferôn humano (VALLE y cols. 1975).
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Pese a todas estas diferencias encontradas entre 
los interferones citados, en un hecho patente que la raayoria 
inducen el estado antiviral en la célula a través de mecanis­
mos estrechamente relacionados(si nd idënticos), aunque sus 
respectives potencies antivirales pueden varier frente a los 
distintos virus, segûn las distintas circunstancias relatives 
a su producciôn.
Todos estos estudios parecen sugerir que el interfe­
rôn humano, obtenido por medio de la superinduceiôn de cepas 
celulares diploides cultivadas, pueda ser aplicado en un futu­
re prôximo como agente antiviral en Clînica y de ello existen 
algunos antecedentes en oftalmologîa y en el tratamiento de 
ciertos tipos de tumores. Quizâ ello sea la razôn del incremen­
to de publicaciones ûltimamente observado en la bibliografîa 
cientifica y que se refieren al interferôn, sus mecanismos, 
propiedades y posibles aplicaciones.
IV. MECANISMOS DE RESPUESTA 
ANTIVIRAL DEL HUESPED
Durante muchos anos los anticuerpos se consideraron 
el principal mecanismo de defensa del huesped contra las infec- 
ciones virales, hasta que en 1957 se descubriera un segundo me­
canismo: el interferôn. Esta sustancia actüa a nivel celular y 
évita la replicaciôn viral inhibiendo la sîntesis de proteinas 
virales a nivel de la transcripciôn, la traslaciôn o ambas. En 
la dé’cada de los anos 60 se identifies un tercer mecanismo de 
defensa antiviral constituido por la inmunidad celular.
Ha quedado pues plenamente demostrado que el organis­
me ante una infecciôn virai reacciona mediante una inmunorespuWs- 
ta propiamente dicha y por la apariciôn de interferôn activo.
Las diferencias principales entre las respuestas inmu- 
nohumoral e interferôn quedan representedas en el cuadro III.
1. Sobre la inmunorespuesta antiviral
Como es sabido ].a memoria, especificidad y reconoci- 
miento de lo "extrano” es la base de la reacciôn inmunitaria 
de defensa de un organisme. Esta respuesta inmune aparece en 
e tapas relativamente avanzadas en la evoluciôn, encontrândose 
ya a nivel de los vertebrados y alcanzando su mâxima complejidad 


































































































































cols. 1971, nowANS, 1971).Durante el desarrollo embrionario y 
periodo perinatal se adquiere la especificidad inmunolôgica, y 
es, entonces cuando el organismo instruye especîficamente a sus 
futures células inmunocompetentes, eliminando la posibilidad de 
producir anticuerpos contra si mismo.
En relaciôn con los virus raramente un organismo 
sufre por dos veces la misma enfermedad infecciosa (por ejemplo 
parotiditis, sarampiôn, etc); el primer contacte con un organis­
mo infeccioso imprime informaciôn en el huesped que posee a par­
tir de entonces "memoria" estando preparado para repeler cual­
quier infecciôn posterior con el mismo agente. En cuanto a la 
especificidad, la memoria inmunologica frente a un v^rus deter- 
minado, no confiera protecciôn contra otro no relacionado con 
el anterior. El cuerpo o huesped puede diferenciar especifica­
mente entre dos organismes. Esta es la razôn que puedan sufrir- 
se distintas infecciones gripales al producirse variaciones anti- 
génicas en el virus por recombinaciones genéticas entre distintas 
cepas de virus al recombinurse facilmente el genoma fragmentado, 
tipico, de los orthomixovirus dando lugar a mutantes completa- 
mente diferentes a los organismes parentales y finalmente, la 
capacidad de reconocer un antîgeno y distinguirlo de otro va 
aûn mâs le jos, ya que el individuo debe también reconocer que 
es una particula extrana, no propia; el fallo en la discrimina-  ^
ciôn sobre lo propio y lo extrano puede conducir a la producciôn 
de anticuerpos dirigidos contra el propio organismo produciendo- 
se "autoanticuerpos" o un fenômeno de autoagresiôn.
1 . 1 .  L o s  v c i . u ;  comc a n t c g o u o
Los antîgenos pueden ser particulados (bacterias, vi­
rus, eritrocitos de otras especies) o bien solubles (proteinas.
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polisacâridos o combinaciones de ambos, sôlos o con lîpidos). |
En general se ha comprobado que sustancias con pesos molecula- |
res menores de 5.000 - 10.000 daltons no actuan como antîgenos, i
incrementando la capacidad antigénica o capacidad para estimu- |
lar una respuesta inmune con la medida molecular. Debemos tener ;
en cuenta la existencia de unos compuestos de bajo peso molecu­
lar que no pueden inducir respuesta de anticuerpos por ellos 
mismos y que precisan de un portador proteico; entre los utili- 
zados mâs frecuentemente en la investigaciôn inmunolôgica corrien- 
te encontramos el dinitrofenol (DNP) y el nitroiodofenol (NIP).
En cuanto a las sustancias derivadas de organismes vivos son 
usualmente antigénicas sôlo en especies distintas a la de su 
procedencia y lo mâs distante posible desde el punto de vista 
genético. Por ejemplo, el ratôn es capaz de dar una respuesta 
trente a hematfes de carnero (SRBC) con respuesta mâs pobre 
trente a eritrocitos de rata y nula trente a sus propios glô- 
bulos rojos.
Desde nuestro punto de vista, lo que mas nos intere- 
sa es el aspecto antigénico de los virus que, en general, cabe 
decir que estâ condicionado por las estructuras periféricas y 
por tanto por las proteinas de la câpsida, aunque también pue­
den obtenerse, en estructuras mas complejas, antîgenos especî- 
ficos trente a las espîculas o trente a la cola de fagos, etc.
En nuestro caso particular, y por ser los virus con 
los que hemos trabajado, haremos un estudio mas detallado de los 
Mixovirus y su caracter antigénico. Asî cabe decir que si bien 
el termine Mixovirus, debido a ANDREWS y cols. (1955), es rela- 
tivamente reciente, las enfermedades producidas por los virus 
englobados en el grupo, se conocen desde hace cientos de anos.
La elecciôn del término se basô en la observaciôn de que todos
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los TTiivovirus tenian cier ta afinidad comun por determinados re­
ceptores muooproteicos, asi como propiedades fisicas y biolôgi- 
cas compart.Ldas (PIORNE y WILDY, 1961; WATERS ON ; 196 2; COMP ANS 
y CIIOPPIN, 1971); por ejemplo, la capacidad para adsorber eri­
trocitos de polio y otras especies animales, causando el fe­
nômeno COnocido por hemaglufinaciôn . Los miembros de este gru 
po de virus coexisten en una misma variedad de especies verte- • 
bradas causando infecciones en el aparato respiratorio, aunque 
algunos, como el influenza aviary varios paramixovirus causan 
enfermedades generalizadas.
Los se is miembros iniciales fueron: influenzas tipo 
A, E3 y C; el FPV, NDV y de la parotiditis ; los cuales posterior­
mente, se dividieron en dos grupos basandose en la naturaleza 
del viriôn. Estos dos grupos actualmente denominados orthomixo­
virus y paramixovirus tienen de comûn el poseer una ribonucleo- 
proteina hélicoïdal y una envuelta de naturaleza lipfdica que, 
en su mayor parte, dériva de la célula huesped, que posee una 
gran afinidad para las mucoproteinas y porta glicoproteinas co­
dif icadas por el virus (ROTT y KLENK , 1977), mientras que difie­
ren en cas i todos los caractères restantes (WATERSON, 1962) .
MÛs tarde, el grupo paramixovirus se ha visto relacic- 
nado con un grupo compuesto por otros très virus: sarampiôn, pes­
te bovina y moquillo, siendo todos ellos morfolôgicamente iden- 
ticos y también estrechamente relacionados desde el punto de 
vista serolôgico exceptuando el NDV (WATERSON y ALMEIDA, 1966) .
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Fig. 4.- Parentesco biolôgico y relaciôn entre 
distintos grupos de mixovirus.
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Los grupos paramixovirus y el virus del sarampiôn 




















Son morfoldgicamente idénticos, pudiendo causar la 
fusidn de las células infectadas; por otra parte, les virus 
del sarampiôn, peste bovina y moquillo estân relacionados se- 
rolôgicamente entre s£, pero no con el resto de los virus ci- 
tados en la tabla. Como se indicô, los très primeros virus 
poseen neuraminidasa y el virus del sarampiôn aglutina eritro- 
citor. de mono.
Los mixovirus constituyen un grupo o modelo de estu- 
dio excelente dentro de los virus RNA, habiendo sido elegidos 
para estudio de infecciones virales lentas, virus RNA tumorales 
e intecciones en superficies de células animales.
Segûn la clasificaciôn de FENNER (1976) los mixovirus, 
que sôlo se multiplican en vertebrados, se dividen en dos fami- 







(1) Agentes que contienen neuraminidasas, incluyendo virus 
parainfluenza, NDV,#SV^ y Sendai
(2) Sarampiôn, peste bovina, moquillo y otros agentes con 
morfologïa paramixovirus tîpica pero sin neuraminidasa.
(3) Virus sincitial respiratorio, morfolôgicamente distinto, 
y virus de la pneumonia de ratones
Esta clasificaciôn se mantiene en la actualidad sin
cambio alguno (MATTHEWS y MAURIN, 1979).
Los viriones de ambas familias contienen ademâs del 
RNA (1%) y 'proteina (70%), un 20-30% de lipidos y algun car- 
bohidrato (FROMMHAGEN y cols., 1959; SCHAFER, 1963 ; LAVER y
WEBSTER, 1966; KLENK y CHOPPIN, 1969). La similitud estructural 
de ambas familias incluye la presencia de una envuelta lipîdica 
o bicapa lipîdica que rodea la nucleocâpsida o ribonucleoprotei- 
na hélicoïdal interna y que consta de una membrana externa cu- 
bierta con proyecciones o espîculas compuestas de lipoproteinas 
(COMPANS y cols, 1970; CH EN y cols. 1971) y en su cara interna 
porta una proteina especial denominada proteina M.
En cuanto a diferencias estructurales entre ortho y 
paramixovirus. Aunque todos los mixovirus siguen el mismo mo-
delo estructural (ROTT y KLENK, 1977) existe una serie de dife­
rencias entre ortho y paramixovirus que los distinguen claramen- 
te (WATERSON, 1962; COMPANS y CHOPPIN, 1971) como se puede apre- 
ciar en el Cuadro IV.
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Podemos encontrar gran variacidn de forma y tamano 
entre los dos grupos de mixovirus: ademâs de viriones mâs o 
menos esféricos, encontraunos otros mas alargados o filamento- 
sos. En un principio se pensô que esta ûltima forma era carac- 
teristica de orthomixovirus, sin embargo, se han encontrado 
también estas estructuras dentro de los paramixovirus y en ge­
neral, se pueden encontrar formas pleomdrficas en ambos grupos.
En relaciôn con la nucleoca'psida que es una de las 
caracteristicas que diferencia a ambos grupos virales, los or- 
tlDmixovirus poseen nucleocapsida con diametro mucho mâ's pequeno 
que en paramixovirus; por otra parte, cuando se aisla de los vi­
riones se présenta en multiples fragmentes cortos, mientras que 
en paramixovirus la nucleocâpsida es una entidad ûnica con dia"- 
metro y longitud mucho mayor.
En el RNA se puede senalar que el material genético 
de orthomixovirus estâ compuesto de 8 segmentes cada une de los 
cuales représenta un gen que codifica una proteina especifica, 
mientras que los paramixovirus presentan un RNA no interrumpido 
(SCHULTISSEK, 1978) . Esta particular estructura del RNA viral 
explica varias peculiaridades biolôgicas de orthomixovirus,es- 
pecialmente su alto grade de recombinaciôn, fenômeno que no 
présenta el grupo paramixovirus.
Diferencias estructurales relacionadas con las espj- 
culas o proyecciones residen en que son mâ’s largas en ortho­
mixovirus que las que presentan los paramixovirus; esta forma- 
ciones poseen actividades hemaglutinantes y neuraminidcfsicas 
asi como la antigenicidad cepa-especifica del viriôn dando lugar
64.
a propiedcdes biolôgicas diferentes. En orthomixovirus de las 
dos glicoproteinas présentas, la hemaglutinante adsorbe el 
acido siâlico contenido en los receptores de la célula huésped 
para iniciar el ciclo replicativo del virus. La segunda glicopro- 
teina, neuraminidasa, ataca las uniones oc -quetosi’dicas entre 
el âcido si^lico y otros carbohidratos. La significaciôn fun- 
cional de esta enzima no se ha esclarecido aûn totalmente (ROTT 
1977; ROTT y FLENK, 1977) .
En paramixovirus ambas actividades: capacidad de ad- 
sorciôn y actividad neuraminidasa coexisten en la glicoproteina 
dando lugar a un complejo para hemaglutinina-neuraminidasa, HN, 
presentando otra glicoproteina F responsable de la hemolisis 
fusiôn celular y penetraciôn viral (ROTT y KLENK, 1977) ;.de 
estos componentes haremos menciôn detallada en el momento opor­
ta no .
Tras los estudios citolôgicos efectuados por distintos 
investigadores (TRAVER y cols. 1960; WATERSON, 1962) se ha sa- 
cado la conclusiôn de que la sintesis de todos los componentes 
de los paramixovirus tienen lugar en el citoplasma de la célula 
huésped y las alteraciones morfolôgicas relacionadas con la re- 
plicaciôn viral incluye la acumulaciôn de gran ndmero de nucl' 
Ccfpsidas; sin embargo, el virus del sarampiôn constituye una 
excepciôn a este hecho.
Los orthomixovirus producen un acumulo de la ribonu- 
cleoproteina viral en el nûcleo de las células infectadas (BREI- 
TENFELD y SCHAFER, 1957; MATTSON y COONS, 1954; WATERSON, 1962) 
y tanto el nûcleo como el citoplasma de estas células infecta­
das presentaban cambios morfolôgicos.
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La salida de los mixovirus, ortho y para, de la cé­
lula huésped tiene lugar a través de la superficie celular por 
proceso de gemacién ("budding") y a través de la membrana plas- 
mâtica (MURPHY y BANG, 1952; MORGAN y cols. 1956). Posteriormen- 
te se observé (COMPANS y cols, 1966 ; COMPANS y DLMMOCK, 1969; 
COMPANS y CHOPPIN, 1971 ; CHOPPIN y cols. 1971) que las proteina;: 
de la envuelta viral se almacenaban en algunas regiones de la 
membrana celular; acumulos que en los primeros estadios de la 
infeccién no pueden ser dife rend ados morfolégicamente dentro 
de la membrana normal pero si pueden detectarse utilizando anti- 
cuerpo antiviral marcado con ferritina.
La nucleocapsida viral queda alineada por debajo de 
las areas que contienen las proteinas virales en tanto que en 
la parte externa de ellas aparece una capa ser i ad a de proyec­
ciones superficiales que corresponden a las espîculas que com- 
pletaran el virién maduro.Después del ensamblado, el Virién 
sale de la célula, existiendo un momento en el que la membrana 
plasmâtica de la célula huesped présenta continuidad con la 
câpsida viral. La capsida viral contiene proteinas especîficas 
del virus diferentes de las proteinas de la membrana celular; 
incorporadas durante la salida del virus ; en cuanto a los lîpi- 
dos, se incorporan, en mayor o menor proporcién, los pertene- 
cientes a la membrana celular y la porcién carbohidrato de las 
glicoproteinas virales, parece estar en parte, también, especi- 
ficada por la célula huesped (CHOPPIN y cols. 1971) .
No aparece âcido neuramînico ligado a proteina o 
lîpido en el virién debido a la accién localizada de la neura­
minidasa viral que se incorpora en las zonas de membrana que 
llegan a constituir la envuelta viral (KLENK y cols. 1970 b ) .
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Caracter antigénico de los mixovirus. Como ya hemos
senalado anteriormente las espîculas que presentan tanto para- 
como orthomixovirus, poseen unas proteinas denominadas hemaglu- 
tinina (HA) y neuraminidasa (NA) : a) la hemaglutinlna présenta 
forma de varillas triangulares, monovalentes y que se unen a 
los receptores celulares por el extreme libre, hidrofîlico, 
mientras que el otro extreme, hidrofôbico, forma lipoproteinas
ligada a la bicapa lîpida del virién; b) la neuraminidasa
funcional es un tetramero en forma de varilla con un extreme 
fibroso hidrofébico que interacciona con la capa lipîdica de la 
célula receptora.Del total de espîculas présentes en el virién, 
las HA representan mSs del 90% y las NA aproximadamente el 10% 
(BUCHER y KILBOURNE, 1972; LAVER y KILBOURNE, 1966; KENDAL y 
ECKERT, 1972; LAZDINS y cols. 1972; DRZENIEK y cols. 1968) .
En relacién con la fami lia orthomixovirus podemos 
distinguir:
i) Antîgeno HA.
LAVER (1969) , LAVER y cols (1969 y 1973) aislaron las
espîculas HA por tratamiento con detergente (deoxicolato sôdico.
Tween 10, SDS) y separaron los antîgenos HA y NA por adsorcién 
del primero a globules rojos. Estes au fores purificaron las es­
pîculas por■electroforesis en gel de poliacrilamida, observando 
que contenîa una glicoproteina ûnica de Pm 77.000 que posterior- 
mente se podîa disociar en dos glicoproteinas mas pequenas con 
Pm HA]^  : 55 .000 y HA] : 25.000 , tras un tratamiento con agentes 
reductores. Este es, se encontraban entre un polipéptido H A , 
compuesto por 2 polipéptidos mâs pequenos unidos por puentes 
disulfuro. De los pesos moleculares estimados para las espîculas 
parece ser que cada una de taies espîculas contiene 2 é 3 mo­
lécules HA.
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En algunas ocasiones, aunque los virus contengan HA^ 
y HA], como sucede en bastantes cepas de virus influenza, ocurre 
que algunos virus que crecen en células de rinôn de carnero pre­
sentan una ûnica glicoproteina HA de Pm 77.000 que no se diso­
cia en glicopéptidos pequenos por la accién de agentes reducto­
res (WHITE y cols. 1970).
La hemaglutinlna purificada présenta forma filamento- 
sa (14 mm X 4 mm)
ii) Antigeno NA
Constituye una enzima glicoproteica de Pm que varia 
desde 45.000 hasta 70.000 daltons. Estâ localizada en la envuel­
ta viral como componente de la proteina espicular siendo fun­
cional como dfmero o tetramero (LAVER y LAVENTINE, 1969; SUCKER 
y KILBOURNE, 1972; LAVER y KILBOURNE, 1966; KENDAL y ECKERT,
1972 ; LAZDINS y cols. 1972; WRIGLEY y cols. 197 3).
No se conoce claramente el papel de la neuraminidasa 
en la biologia de 1 proceso infectivo, estando claro que juega 
un papel significativo en la replicacién del virus tanto en 
animales como en cultives celulares frcilitando la infeccién 
célula a célula.
iii) Antigeno NP ô RNP
Es el mas abundante de las proteinas virales de tipo 
estructural en células infectadas, no estando asociada con la 
membrana celular especifica. Mas del 80% de este antigeno esté 
présente en el sobrenadante postmicrosornai (COMPANS, 1973).
Tras su sintesis, el NP queda acumulado en el nucleo 
eventualmente hacia el citoplasma (TAYLOR y cols. 1970) .
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No estâ claro si la fase nuclear del NP es necesaria 
para la replicacién viral y es posible que la fase intranuclear 
no sea significativa en biologîa viral.
Para la localizaciôn y desarrollo de antfgenos virales 
se ha estudiado la cinética, de desarrollo de 3 antîgenos vir< s 
principales (HA, NA y RNP) mediante técnicas de inmunoflucres ;n- 
cia en cultives celulares y en animales expérimentales, utilizan­
do antlcuerpos contra antîgenos V (que contienen HA y NA) y antf­
genos G (que contiene NP) en los primeros estudios (LIU, 1955;, 
BREITENFELD y SCHAFER, 1957; HOLTERMAN y cols. 1960) y anticuer- 
pos no especîficos contra HA, NA y NP en estudios posteriores 
(MAENO y KILBOURNE, 1970) siendo los resultados esencialmente ' 
iguales.
Entre los’antîgenos virales citados el NP fue el pri- 
mero que se détecté, normalmente 3 horas después de la infeccién, 
y una hora antes de que apareciera el antîgeno HA. Tanto HA como 
NA, ap^arecen primero en el citoplasma 4 horas después de la in­
feccién., permaneciendo en el mismo y concentrandose posteriormen- 
te sobre la membrana plasmâtica.
‘ El conjunto de estudios llevados a cabo muestran que
los distintos antîgenos virales son procesados a través de dis­
tintos organulos subcelulares y eventualmente se acumulan sobre 
La superficie celular cuando ocurre la gemaciôn del virién.
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En relacién con la familia paramixovirus, se pueden 
distinguir los siguientes antîgenos:
i) Glicopolipéptido HN
En un principio se pensé que los activadores antigé- 
nicos HA y NA de paramixovirus también residian en polipéptidos 
diferentes (IINUMA y cols, 1971; MAENO, 1970, POPA y cols, 1975) 
como ocurrfa en la fami lia orthomixovirus (WILCOX, 1959) pero 
resultados mâ’s recientes indicaron que posefan una especie ûnica 
de glicoproteina que englobaba diverses funciones (PIERCE y HAY­
WOOD, 1973; PORTNER y cols. 1975; SCHEID y cols. 1972; SCHEID 
y CHOPPIN, 1973, 1974; SETO y cols. 1974; SHIMIZU y cols. 1974 ; 
TOZAWA y cols. 1973). Este complejo HA-NA se denominé HN (SCHElD 
y CHOPPIN, 1974) con un Pm de 70.000
,E1 tratamiento de viriones paramixovirus con detergen- 
tes no iénicos libera todas las espîculas en forma de lîpidos 
libres sin romper las interacciones proteina-proteina. Mediante 
centrifugacién en gradiente de densidad o por cromatografîa de 
afinidad en columnas que contengan fetuina, sustrato para la 
neuraminidasa, se pueden citar las espîculas que contienen el 
polipé'ptido HN con las actividades .HA y NA (SCHEID y cols. 1972; 
SCHEID y CHOPPIN, 1973 y 1974).
Los procedimientos para el aislamiento de espîculas 
HN indican que este polipé’ptido reside en espîculas diferentes 
de otras que contienen un glicopolipé’ptido mayor denominado F .
La funciôn NA puede perderse en condiciones no permi- 
sivas (por ejemplo de temperature) , no m.anifestando actividad 
neuraminidasa ni las células infectadas ni las partfculas vira­
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les liberadas en estas condiciones.
A la preguntaccual es el papel de la neuraminidasa en 
la replicacién viral ? no hay respuesta concreta ni para orthomi­
xovirus, ni para los paramixovirus, durante todos estos ahos se 
han postulado distintas posibilidades desde actuacién durante 
la entrada del virus en la célula hasta un papel en la libera- 
ciôn del virus (RUBIN, 1957 ; SETO y ROTT, 1966) .
Los resultados obtenidos en estudios con mutantes de 
virus influenza déficientes en actividad NA han indicado que 
las neuraminidasas virales parecen actuar in situ durante la 
maduraciôn viral,eliminandoresidues de âcido siâlico de las 
glicoproteinas prôximas, virales o celulares (KLENK y cols.,
1970 a Y b).
ii) Glicopolipéptido F
En los estudios con NDV, Sendai, SV5, etc. aparecié 
un segundo glicopolipéptido importante en la envuelta viral al 
que se denominô F "factor de fusién". Posee un Pm de 50.000 
y es mas pequeno que HN.
Los estudios efectuados hasta el momento sostienen 
su participacién en la entrada del virus en la célula huésped, 
en la fusién celular, por accién viral y hemolisis, que son a> 
veces manifestaciones artificiales de la misma actividad (ADAMS, 
y PRINCE, 1957; BACHI y cols, 1973; BRATT y GALLAGHER, 1969; 
BRATT y CLAVELL, 1972; CLAVELL y BRATT, 1972; GALLAGHER y BRATT, 
1974; GR.ANOFF y H EN LE, 1954; HONE y MORGAN, 1969; KILHAM, 19 49; 
MORGAN y HOWE, 1969 ; MORGAN y cols, 1948; NEURATH y cols. 1972; 
WAINBERG y HOWE, 19 73).
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El descubriiniento de este factor F estS ligado al 
estudio del virus Sendai multiplicado en células L u otro tipo 
de células de mamifero en cultive, en los que no presentaba 
infectividad para taies células aunque el titulo hemaglutinan­
te era bastante alto, siendo sin embargo infectivo en huevos 
embrionados (ISHIDA y HOMMA, 1961; MATSUMOTO y MAENO, 1962).
La electroforesis en gel de poliacrilamida puso de 
manifiesto que este virus,multiplicado en células de mamifero, 
no posela glicopolipéptido F teniendo en su lugar otro glico­
polipéptido mayor (Pm 65.000) que migraba entre HN y NP (HOMMA 
y CHUCHI, 1973; SCHEID y CHOPPIN, 1974).
El tratamiento con tripsina convirtié este glicopoli­
péptido en otro del tipo F al mismo tiempo que confer!a infecti­
vidad a las partfculas virales sometidas a dicho tratamiento. 
Este nuevo glicopolipéptido se denomino Fq (SCHEID y CHOPPIN, 
1974) .
En huevos embrionados parece ser que tiene lugar, de 
una forma natural, la funciôn proteolltica que transforma Fq en 
F, por lo que, en estas condiciones se manifiesta una ausencia 
de Fq y la infectividad estâ en estado de activaciôn.
Aunque el factor F es muy importante para la capaci­
dad de fusiôn del virus, no es suficiente su presencia para fun- 
cionar como tal factor de fusiôn por si sôlo, HOSAKA y col s . 
(1972 a y b, 1974 y SHIMIZU y cols., 1972), en una serie de 
estudios expérimentales llegaron a la conclus iôn que la fusiôn 
requiere la presencia de fos folipidos de membrana y el poLipép- 
tido HN ademâs de F; asi por ejemplo, el mutante Ts271 del virus 
Sendai, que contiene el factor F, unicamente, es incapaz de in-
72.
fectar, fusionar o hemolizar células puesto que estâ ausente 
la HN que interviene en el ataque virus-célula (PORTNER y 
cols . 1975) .
Como resumen de cuanto llevaimos dicho, presentamos 
la figura 6 en la que se hace una representacién esquematica 
de los diferentes antîgenos existentes en la câpsida de los 
mixovirus.
1,2. La ^^6pu^6ta inmum
Como es sabido la respuesta inmune normal consta 
de dos tipos de reacciones
a) Humoral; que depende de la existencia de células especializa-
das, plasmâticas, capaces de sintetizar y liberar 
antlcuerpos circulantes o células B.
b) Celular: en la que se originan células inmunocompetentes,
células T, especificamente sensibilizadas para 
reaccionar de una manera activa frente al antigeno.
No nos ocuparemos de dar un conocimiento detallado de 
genética y estructura de inmunoglobulinas para comprender la 
inmunologia humoral bâsica, pero es importante, en esta revisién, 
tener en cuenta los puntos siguientes:
a) Las inmunoglobulinas constituyen una familia de proteinas 
que poseen cuatro cadenas polipeptidicas, dos ligeras y dos 
pesadas, ligadas todas ellas por puentes disulfuro.
b) Los miembros difieren en su estructura primaria y cada una 
de las cadenas posee una regién constante y otra variable 
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Fig. 6.- Diagrama de las diferencias antigénicas entre ortho- 
y paramixovirus. P: RNA polimerasa; NC: nucleocâpsi- 
da; M: proteina de membrana; HA: hemaglutinina; NA: 
neuraminiâda; F: factor de fusiôn; HN : complejo hema- 
glutinina-neuraminidasa.
74,
c) Las regiones constante y variable son codificadas por genes 
distintos pero la cadena polipeptîdica que contiene ambas 
regiones, es traducida por un ûnico mRNA.
d) Cada animal posee un nûmero pequeno de genes para codifica­
ciôn de la regiôn constante de sus inmunoglobulinas y un nû­
mero grande para las porciones variables.
e) Constituyen un grupo heterogéneo de proteinas que migran elec- 
troforêticamente en la regiôn de las globulinas del suero.
En la Fig. 7 quedan representados todos los datos |
existentes para este tipo de molécula que segûn HUBER (1976) *
constituyen estructuras flexibles que se hacen rfgidas cuando 
interaccionan con su antîgeno especîfico. La fracciôn anticuer- 
po del suero consta predominantemente de un grupo de proteinas 
con un Pm aproximado de 150.000 (7S de coeficiente de sedimen- 
taciôn) del cual el componente mayor es la IgG y otro la Pm
900.000 correspondiente a la IgM (19 S). Los antlcuerpos IgG 
pueden dividirse en très fragmentes por la acciôn de la papaina. 
Dos de ellos son idénticos y capaces de combinarse con el anti­
geno para formar un complejo soluble que no precipitarâ. Estos 
fragmentes se denominan Fab (fragment antigen binding). El ter- 
cer fragmente no tiene poder para combinarse con el antîgeno y 
es llamado Fc (fragment crystallizable). Otra enzima proteolîti- 
ca, la pepsina, sépara la porciôn Fc del resto de la molécula 
anticuerpo dejando un fragmen to (5 S) que puede aûn precipitar 
con el antîgeno y es denominado F (ab')] por ser claramente di-  ^
valante.
Las cadenas peptîdicas de distinto tamano, son denomi­
nadas ligera y pesada (FLLISCHMAN y cols. 1962; WILLIAMSON,1976). 
Cada cadena ligera y pesada, es traducida como una cadena conti­

























sis de inniunocjlobulinas parece en efecto seguir las mismas re­
glas que la producciôn de cualquier otro producto celular dife- 
renciado (BEVAN y cols, 1972).
Estas cadenas son sintetizadas independientemente y 
la molécula de inmunoglobulina se constituye en el citoplasma 
donde se unen las cadenas.
Se ha comprobado que las células matriz derivadas del 
hfgado durante estadios tempranos o posteriores de la embriogé- 
nesis, o de la médula ôsea después del nacimiento, se diferen- 
cian inicialmente en células B portadoras de IgM. Posteriormente, 
algunas se diferencian en linfocitos B portadores de IgG a IgA 
(KINCADE y COOPER, 1971; KINCADE y COOPER, 1973; COOPER y cols. 
1972; COOPER y cols. 1974).
Cuando los linfocitos B son estimulados por antîgenos 
apropiados, se diferencian como ya se ha explicado, en células 
plasmâticas que sintetizan distintas clases de inmunoglobulinas 
o continuan en circulacién zomo células de memoria sensibles al 
antigeno (COOPER y cols. 1972) . Las células productoras de IgG 
aparecen entre las que sintetizan IgM en los folTculos bursales 
aviares, y muchos linfocitos bursales IgG también contienen IgM - 
durante el désarroilo temprano (COOPER y cols. 1974). Durante el 
desarrollo y maduraciôn de.la respuesta inmune humoral, las cé­
lulas productoras de anticuerpo son alojadas en el tejido lin- 
foide de varios ôrganos, El adulto normal contiene gran nûmero 
de estas células en el bazo, médula ôsea, nôdulos linfoides, en 
el tejido glandular, y en las superficies mucosas externas y 
particularmente, en los tractos respiratorio e intestinal. Exis­
te ademâs una pequena cantidad de estas células inmunocompetentes 
distribuidas ampliamente en otros ôrganos del cuerpo.
7 7
En cuanto a la inmunorespuesta celular estâ condicio- 
nada por la presencia de linfocitos T, esquemafticamente podemos 
representar los dos tipos de respuesta en la figura 8, segûn 
BARASOAIN y cols (1977).
Han pasado ya muchos ahos desde que la apariciôn de 
anomalfas tîmicas frecuentes en nihos con deficiencias iraïuno- 
lôgicas, hiciera sospechar que el timo estuviera relacionado 
de alguna manera con el desarrollo de la respuesta inmune. Esta 
relaciôn fue confirmada por la demostraciôn de MILLER (1962) 
que efectuando la timectomfa en ratones recien nacidos observô: 
a) disminuciôn en el nûmero de linfocitos circulantes con gran 
depresiôn en su capacidad para responder a muchos antîgenos du­
rante el resto de la vida; y b) ausencia del rechazo de trans­
plante.
El papel regulador del timo en la inmunorespuesta se 
ha estudiado durante estos ûltimos ahos logrândose un avanzado 
estado de conocimientos; asî, en los ûltimos 5 ahos se ha des- 
cubierto que desde la célula precursors de origen modular hasta 
la apariciôn del linfocito T antîgeno-activado existen 6 fases 
de modulaciôn linfocitaria diferenciadora, al término de las 
cuales aparecen los distintos tipos de linfocitos T, por ejemplo 
las células de la memoria, los efectores que dan lugar a linfo- 
quinas o factores IgT (MILLER, 1975), etc. Esta diferenciaciôn 
continûa a las células postimicas inmunocompetentes son los pre- 
cursores de los linfocitos T inmunocompetentes (S T U T M , 1975).
Respecte a las antes mencionadas linfoquinas, debemos 
sehalar que segûn algunos autores, el interferôn es uno de los 
mediadores solubles de la inmunidad celular detectado en cultives
78.
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de linfocitos tras ser activados por mitôgenos o antigènes 
(DAVIS, 1971; GIFFORD y cols. 1971; GREEN y cols. 1969; 
STINEBRING y ABSHER, 1970, WHEELOCK, 1965). Estos mediadores 
son denominados linfoquinas (DUMONDE y cols. 1969) o productos 
de activaciôn de macrôfagos (KELLY y cols. 197 2) habiendo sido 
muy estudiados hasta el momento (LAWRENCE y LANDY, 1969; BLOOM 
y GLADE, 19 71; BLOOM, 19 71; DAVID, 1972; WORLD HEALTH ORGANIZA­
TION, 1973) .
Otras linfoquinas muy conocidas son: factor inhibidor 
de la migraciôn (DAVID, 1972); linfotoxina (GRy\MGER y WILLIAMS, 
1971); factores quimiotâcticos para monocitos, granulocitos, 
eosinôfilos y linfocitos (WARD y cols. 1970); factor activador 
de macrôfagos (HAMMOND y DVORAK, 1972); factor mitogénico (DU- 
MONDE y cols. 1969), etc. Todas estas linfoquinas parecen tener 
un papel regulador, junto con el interferôn sobre dlversas fun­
ciones, ejerciendo un control negative o positive (WAKSMAb) y 
NANBA, 1976) que interaccionan entre si.
En este momento el interferôn es la unica linfoquina 
que puede ejercer control positive y negative sobre la respues­
ta inmune, asî BRAUN y LEVY (1972) demostraron la capacidad va­
riable del interferôn para incrementar el nûmero de células for- 
madoras de anticuerpo en ratones cuando se les administraba en­
tre 25 - 2.500 unidades de interferôn. Cuando la dos is era de
5.000 a 10.000 unidades de interferôn encontraron una inhibiciôn 
de la sîntesis de anticuerpo GISLER y cols. (1974) taml^ién estu- 
diaron y observaron este efecto.
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Los tieinpos de apariciôn de estos mediadores varian, 
asi el factor inhibidor de la migraciôn y la linfotoxina son 
producidos pocas horas deSpués de la estimulaciôn antigénica 
no requiriendo la proliferaciôn celular, otros aparecen poste- 
riormente y requieren dicha proliferaciôn (NAMBA y cols. 1977) 
El interferôn puede; aparecer muy precozmente o tarde poseyendo, 
por tanto, propiedades muy distintas {MAEHARA y HO, 1977) y 
dependiendo del protagonismo de los linfocitos T en el primer 
caso. Es importante tener en cuenta que aunque el interferôn 
se encuentra junto con los otros mediadores en algunos de los 
sobrenadantes de los cultives estimulados por antigeno o mitô- 
geno, siempre se ha diferenciado de ellos por su menor peso 
molecular y su propiedad de especificidad de especie. Por otra' 
parte, el interferôn in vitro aparece mucho mâs tarde en los r. 
cultivos que el resto de los mediadores. |
1.3. VepAzi .côn 0 6upA.c6-cân de la fLZ6paz6ta Znmune. j
Segûn que determinadas circunstancias el huesped  ^
puede no reaccionar inmunolôgicamente frente a una infecciôn 
viral y de hecho estâ suficientemente demostrado que la acciôn 
de distintos agentes fisicos, quimicos o biolôgicos puede cau­
sar estados muy diverses de inmunosupresiôn; entre los agentes 
fisicosrecordaremos la radiaciôn UV, dentro del grupo de fârma- 
cos alquilantes, unos pueden bloquear los procesos intracelula- 
res de maduraciôn de 1 antigeno (POTEL, 19 70 ,ZSCHJESCHE y AUGS- 
TEN, 1970) , otros, dependiendo de las circunstancias de forma- 
ciôn de los antlcuerpos especîficos (IgG o IgM) pueden suplir 
éstos en mayor o menor grado, como sucede con algunos fârmacos 
corticoïdes .
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Asimlsmo hay que tener en cuenta que dentro de la 
fisiologla de la inmunorespuesta, existen procesos reguladores 
y que con ellos se puede originar una supresiôn de los linfoci­
tos B; asi, cuando se mezclan linfocitos T de animale-s inmuno- 
tolerantes con linfocitos de animales normales, éstos ya no 
reaccionan adecuadamente porque disminuye la sintesis de IgG 
(McCULLAGH, 1970; GERSHON y KONDO, 1971) .
Como una idea general del tema cabe senalar igue la 
accién de distintos depresores o supresores puede interferir 
o alterar la respuesta inmune en distintos puntos de la misma:
i) Evitando la formacién de células inmunocompetentes a partir 
de las células precursoras de la médula ésea, por ablacién 
quirurgica o bloquée de los ôrganos linfoides primaries.
ii) Impidiendo que las células inmunocompetentes entre en con­
tacte con el antigeno por destrucciôn de las mismas, por al- 
teraciôn de los centres reaccionantes inmunoespecificos , o 
por bloquée de estos centres o del antigeno mediante anticuer- 
pos preparados especificamente.
iii) Bloqueando la funciôn inmunoefectora de los macrôfagos 
por via inespecifica con colorantes o sustancias inertes; 
mediante inactivaciôn con sueros especîficos, y por altera- 
ciôn de su funciôn normal para el procesado antigénico me­
diante hormonas corticoesteroides.
iv) Interrumpiendo los procesos de maduraciôn, proliferaciôn y 
diferenciaciôn que sigue a la estimulaciôn antigénica de las 
células inmunocompetentes, por la acciôn de antimetabolitos o 
por agentes antimitôticos.
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v) Interfiriendo especificamente con antibiôticos la acciôn 
de otras sustancias dentro de los mecanismos de sintesis 
para la producciôn de inmunoglobulinas.
Desde nuestro punto de vista merecen una especial 
menciôn la inmunosupresiôn originada por ciertas infecciones 
virales, estas se producen por la presencia de complejos virus- 
-anticuerpo-complemento como sucede con el virus del sarcoma de 
Moloney (OLDSTONE y DIXON, 1971), por una rapida reducciôn en 
el nûmero de células B y T en el bazo como sucede con el virus 
de Rowson Parr (BENDINELLI y FRIEDMAN, 1976) o afectando la 
producciôn de las inmunoglobulinas G y M, caso de 1 virus Friend 
(BENDINELLI y cols. 1979).
En ocasiones, y con propôsitos cllnicos, puede ser 
necesario producir una respuesta inmunosuprimida en el huesped'. 
Dentro de todo tratamiento inmunosupresivo existen una serie  ^
de variables a tener en cuenta, puesto que condicionan el re- | 
sultado final de tal inmunosupresiôn. Estas variables o condi- 
cionantes dependen tanto del fârmaco o agente empleado, como j 
de la especie animal sometida al tratamiento, como del tipo de 
inmunorespuesta que se quiere modificar; de aqui que haya que  ^
tener en cuenta los puntos siguientes:
1) Naturaleza del agente o sustancia, dosis y modo de aplicaciôn
2) Tiempo relativo entre la administraciôn del antigeno y el 
fârmaco o sustancia inmunosupresora.
3) Naturaleza e intensidad de la respuesta inmunolôgica que se 
estudia, as! como la posible resistencia a la supresiôn mani- 
festada por la fase, inmunitaria que se desea bloquear.
4) Receptividad de cada especie animal al tratamiento inmunosu- 
presor aplicado.
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Segûn BEREMBAUM (1969) la consideraciôn de estos 
cuatro puntos permite el diseno de esquetnas terapeûticos de 
selecciôn a la hora de usar agentes supresores de la respues­
ta inmune.
Dentro del estudio actual de las interacciones inmu- 
nitarias hay varios objetivos prûcticos relacionados con la po- 
sibilidad de establecer estados de inmunosupresiôn controlada 
como por ejemplo en eritroblastosis fetal por incompatibilidad 
de factor Rh, en la inhibiciôn de procesos tumorales, enferme- 
dades autoinmunes, rechazo de injertos, eliminaciôn de estados 
alérgicos e hipersensibles condicionados por el medio ambiante, 
etc. Dentro de estos y otros casos, la inmunosupresiôn juega 
un papel muy importante, asi por ejemplo, en leucemias induci- 
das por virus, CEGLOWSKY y cols.1968 a,b, 1971, 1975 obser­
varon una depresiôn muy marcada de la respuesta inmune frente 
a antîgenos no relacionados, teniendo lugar este fenômeno en 
una fase temprana de la enfermedad. Mâs recientemente en 1976, 
STUTMAN estudia y relaciona la oncogénesis con la supresiôn de 
la respuesta inmune.
2.- Relaciones entre interferôn y respuesta inmunitaria
Actualmente se sabe que el interferôn puede jugar un 
papel importante en la regulaciôn de la respuesta de antlcuerpos 
(JOHNSON y BARON, 1976 a) y uno de los aspectos mas interesan- 
tes de este estudio es el referente a la inmunosupresiôn. En 
este aspecto hay que tener en cuenta una serie de circunstancias 
biolôgicas como por ejemplo, que el interferôn es un [jroducto 
sintetizado y liberado por muchos tipos de células, entre ellas 
las inmunocompetentes y ello trae como consecuencia una influen- 
cia de distinto s icinif icado sobre la funciôn lin foci laria. Asi 
cabe distinguir entre un interferôn "clJ’sico" como res pue s ta a
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una infecciôn viral y un interferôn "inmune” producido por lin­
focitos sensibilizados.
2. / . C^lulai pAodactoAa6 dz intzAftZAÔn Inmam
En 1965, WHEELOCK demostrô que cultivos de leucocitos 
humanos estimulados con PHA, no>s61o sufrfan blastogénesis, sino 
también producian interferôn. Comparado este interferôn con el 
inducido por NDV en el mismo cultivo, el interferôn PHA se pudo 
diferenciar por su inestabilidad a pH 2 y su actividad biolôgica 
a 56 ° C . Simultanéamente y con posterioridad se encontrô una va- 
riedad de mitôgenos como el "pokeweed" o la Con A (FRIEDMAN y 
COOPER, 1967, GREEN y cols. 1969; WALLEN y cols, 1973) e incluso 
lipopolisacâridos endotôxicos (HO, 1965) que conducian a esta 
producciôn de interferôn inmune.
Por otra parte, también GLASGOW en 1966, demostrô la 
inducciôn inmunoespecifica de interferôn por antîgenos virales, 
encontrando que leucocitos de exudado peritoneal de animales 
inmunizados con arbovirus Chikungunya, producfan cantidades de 
interferôn 2 a 10 veces mayor cuando se exponian al virus homô- 
logo respecte a las preparaciones similares de células proceden- 
tes de animales no inmunizados. La respuesta del leucocito inmu­
ne fue especîfica y sôlo desencadenada por el virus citado. En 
consecuencia han quedadb claramente definidos dos tipos de inter­
ferôn, uno "clâsico" inducido por virus y poliribonucleôtidos 
en todo tipo de células (ISAACS, 1963; FIELD y cols. 1967) y 
otro "inmune" sintetizado, junto con otros mediadores, por esti­
mulaciôn antigénica de linfocitos sensibilizados (GREEN, 1969;
SALVIN y cols. 1973) y por mitôgenos de linfocitos T (WHEELOCK, 
1965; STOBO y cols, 1974; JOHNSON y cols. 1977).
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Las propiedades del interferôn inmunolôgicamente indu- 
cido difieren de las del interferôn clSsico en varios aspectos:
i - El interferôn inmune es inestable a pH 2.0 (WHEELOCK, 1965;
YOUNGNER y SAI,VIN, 1973; VALLE y cols. 1975b).
ii - La estabilidad al calor (56° C) varia segdn los investiga-
dores, unos establecen que es ISbil (WHEELOCK, 1965; VALLE 
y cols.1975b) mientras que otros aseguran que es relativa- 
mente estable (YOUNGNER y SALVIN, 1973) 
iii- Aitibos interferones présenta distinta antigenicidad. Asi 
YOUNGNER y SALVIN (1973) y JOHNSON y BARON (1976)* encontra- 
ron que el interferôn clâsico era neutralizado per anticuer- 
pos preparados contra interferôn de cêlulas L altamente pu- 
rificados, mientras que el interferôn inmune, no*era neu­
tralizado por dichos anticuerpos. 
iv - Tienen distintas propiedades biolôgicas; mientras el inter­
ferôn clSsico de ratôn, inhibe la replicaciôn de VSV en cul­
tives celulares de rinôn de cobaya (YOUNGNER y SALVIN,1973), 
el interferôn inmune no présenta ninguna actividad en este 
sentido.
YOUNGNER y SALVIN (1973) definen el interferôn clSsico 
como tipo I y el interferôn inmune como tipo II; y también sugie^ 
ren que, en determinadas especies animales, puede haber una va- 
riedad de moléculas de proteina con actividad de Interferôn y 
que la variaciôn en los tipos de interferôn puede ser tan grande 
como las variedades moleculares de anticuerpos.
En cuanto a interacciones celulares relacionadas con 
la apariciôn del interferôn II, EPSTEIN y cols (1970 y 1971 b) 
demostraron que los linfocitos humanos constitu fan una buena 
fuente de interferôn y de aqui derivaron estudios sobre el papel
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desempenado por los macrôfagos en la sfntesis de esta sustancia, 
comprobândose que la presencia de los mismos, aûn no siendo 
imprescindible, hacfa mas abundante dicha sîntesis. VALLE y 
cols.(1975a) purificaron linfocitos humanos obteniendo cultivos 
con un rendimiento de linfocitos T del 95% o mSs; cuando esti- 
mularon estos cultivos con mitôgenos o antigenos inmunoespecï- 
ficos se produjo interferôn. En series paralelas se trataron 
linfocitos con suero anti-T mSs complemento para diferenciar 
la naturaleza de las células que habian respondido a la sînte- 
sis de interferôn. La incubaciôn posterior de estos linfocitos 
asi tratados en presencia de PHA o T producfan 'poco interferôn 
si es que aparecfa algo indicando que las células T eran indis­
pensables en la producciôn de este interferôn.
El con junto de observaciones de EPSTEIN y A^V4ANN 
(1974) efectuadas con linfocitos T procedentes de pacientes con 
inmunodeficiencias selectivas, que respondfan normalmente a la 
PHA pero producian poco interferôn, concluyeron en la existen- 
cia de diferentes subpoblaciones de linfocitos T iraplicadas en 
la blastogénesis y posterior producciôn de interferôn. WALLEN 
y cols. (1973) tâmbién investigaron la naturaleza de las célu-\ 
las productoras de interferôn y para ello emplearon esplenocitds 
murinos estimulados con mitôgenos o antigènes especificos; asi | 
comprobaron que la fracciôn de células productoras de interferôn 
pertenecia a una poblaciôn celular diferente de aquellas que 
sintetizaban DNA y también comprobaron la necesidad de la pre­
sencia de un tipo de células T para producir interferdn.
Por otra parte EPSTEIN y cols (1974), en su estudio 
para identificar células productoras de interferôn, prepararon 
poblaciones puras de linfocitos T humanos y poblaciones enri- 
quecidas de células B. Encontraron que en presencia de macrô-
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fagos,ambas células T y B, producian interferôn en respuesta 
a los mitôgenos PHA y "pokeweed". S in embargo, en el caso de 
emplear las células T aisladas el interferôn se detectaba en 
el cultivo a los très dias mientras que con cultivos de célu­
las B aparecfa a los 5 - 7  dias; esto parece indicar que la 
producciôn de interferôn puede utilizarse como medida de com- 
petencia de linfocitos T, igual que la producciôn de anticuer­
pos es tomada como medida de i nmunocompe te ne i a para linfocitos 
B. En algunos casos, el titulo de interferôn producido por las 
células B llega a ser igual al producido por los linfocitos T. 
EPSTEIN y cols. (1971 a, 1971 b, 1974) también demostraron que 
eran necesarias interacciones entre distintos tipos celulares 
para la producciôn mâxima de interferôn, encontrando que la 
cantidad de interferôn producida por linfocitos estimulados 
por PHA aparecia aumentada en cinco veces cuando estaban pré­
sentes los macrôfagos.
La adiciôn de macrôfagos a linfocitos en cultivo tam­
bién aumentan la producciôn de interferôn, en el caso de una 
respuesta inmune especîfica a PPD, vacuna y virus herpes simplex 
(EPSTEIN y cols., 1972; RASSMUSSEN y cols., 1974; EPSTEIN y cols. 
1971 a); observandose que mientras que cultivos puros de linfo­
citos (99,5%) producian bajos niveles de interferôn en respuesta 
a PHA, los cultivos puros de macrôfagos (96-100%) eran incapaces
de producir interferôn, la existencia de cultivos mixtes de lin­
focitos y macrôfagos proporcionaba elevados niveles de interferôn
l  . 1 .  E ^ e c t o  d c Z  -cn-te' i /)&A.ân - io b ^ c  ef. c n m u n X t a x ^ o  " en
e "'Cn vivo " .
No ha sido facil la puesta a punto de métodos para co- 
nocer los efectos del interferôn sobre el sistema inmunitario 
ya que por una parte, los estudios "in vivo" précisas grandes 
cantidades de interferôn y por otra, se conoce poco la cinética
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del interferôn administrado en el microambiente de la célula 
inmunocompetente, por ûltimo también dificulta estos estudios 
el hecho de que el interferôn sufra una râpida eliminaciôn en 
el organisme (CANTELL y PYHALA, 1973, CANTELL y cols. 1974 a; 
EMODI y cols. 1975). Pese a todo, los estudios llevadosa cabo 
han demostrado que ,el interferôn puede producir una supresiôn 
de la respuesta de anticuerpos tanto "in vivo" (BRAUN y LEVY, 
1972 ; BRODEUR y MERIG7vN, 1974; CHESTER y cols. 1973) , como 
"in vitro" (GISLER y cols. 1974; JOHNSON y cols. 1975 a, b;
BOOTH y cols. 1976 a) cuando se administra previa o con junta- -, 
mente al antîgeno inmunizante y tiene un papel importante en 
la inmunorequlaciôn. Asî, PAUCKER y cols. (1962) y posterior- 
mente GRESSER y cols.(1970, 1973) encontraron que preparaciones 
que contenfan interferôn llegaban a producir la supresiôn del 
crecimiento de células tumorales (células L de ratôn) y en ellas 
no era posible separar la actividad sobre las células de la ac­
tividad antiviral.
En una serie de estudios "in vitro", GISLER y cols.?; 
(1974) encontraron que se requerfan 3.000 unidades interferôn j 
inducido en células L/ml para suprimir significativamente la 
respuesta de células fornadoras de plaças en esplenocitos de j 
ratôn BALB/c tras la inmunizaciôn con SRBC. Este efecto se 
observe cuando los cultivos se sometieron a un tratamiento  ^
previo con interferôn durante 6 boras antes de la inmunizaciôn, 
o bien, 40 horas después de la inmunizaciôn.
Empleando poblaciones celulares individualizadas, se 
viô que el interferôn actuaba directamente sobre los linfocitos 
B y no ténia efectos sobre los macrôfagos y linfocitos coopera- 
dores. Cuando el estudio se efectuô con poblaciones celulares 
conjuntas de linfocitos B, T y macrôfagos, se observô también
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que el interferôn actuaba sobre los linfocitos B, no inhibiendo 
las funciones de los otros tipos celulares présentes en el cul­
tivo (GISLER y cols. 1974). También JOHNSON y cols. (1974, 1975 d) 
observaron que de 20 a 60 unidades de interferôn viral, proce­
dentes de distintas fuentes, podfan inhibir en un 90% la respues­
ta de PFC in vitro en esplenocitos de ratôn C57B1/6 y que con 
dosis équivalentes a 40 unidades o més, de interferôn crudo 
procedente de células L, se obténia la mayor inhibiciôn de la 
respuesta de PFC correspondiente a mâs del 99%. Aunque las pre­
paraciones de interferôn mencionadas posefan potencias distintas 
asi como diferentes actividades especIficas, fueron capaces de 
inhibir la respuesta de PFC proporcionalmente a sus actividades 
antivirales y ademâs, tanto la actividad antiviral como la inhi- 
bidora de PFC de los interferones fueron neutralizadas por anti­
cuerpos especificos para interferôn murino. Ambas actividades 
eran parcial o totalmente inactiyadas por el calor a 60° C du­
rante 1 hora. Los interferones humanos, a las concentraciones 
empleadas, no tenfan actividad antiviral ni inhibidora de PFC 
en células de ratôn.
Una exposiciôn limitada de células (4 horas) a los 
interferones inhibe significativamente tanto la infecciôn 
viral como la respuesta de PFC. Aitibas actividades de las pre­
paraciones de interferôn, tanto antiviral como inhibidora, fue­
ron écido astables.
En conclusiôn parece justo afirmar que la inhibiciôn 
de la respuesta primaria de PFC "in vivo" fue debida al inter­
ferôn existante en ]as preparaciones (JOHNSON y cols. 1975 d) 
encontrandose que 40 unidades interferôn suprimian en un 99% el 
nûmero de células formadoras de anticuerpo en ratôn. El efecto
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mâximo se observô cuando el interferôn era anadido al mismo 
tiempo que los SRBC, pero la inhibiciôn significativa se pro­
dujo cuando el interferôn se ahadiô 24 horas después de la in­
munizaciôn.
Estos mismos autores (JOHNSON y cols. 1975d) estudian- 
do células de bazo de ratones "desnudos" (atfmicos) y de mues- 
tras de bazo exentas de m&icrôfagos, observaron que no se reque- 
rîa la presencia de los Linfocitos T y macrôfagos para que el 
interferôn ejerza su efecto inhibidor sobre los linfocitos B, 
aunque reconocen la casi imposibilidad de separar completamen- 
te los macrôfagos de los cultivos, no niegan la posibilidad de 
que los macrôfagos residuales jueguen un posible papel.
Recienternenta se ha aclarado la naturaleza de los 
acontecimientos celulares de la inhibiciôn de la respuesta 
"in vitro" de PFC por el interferôn (BOOTH y cols. 1976 a, b)
Los estudios llevados a cabo sugieren que este interferôn ^
afecta solo a los precursores no activados de células B, 
evitando que lleguena activarse. Las células precursoras 
menos diferenciadas son mds susceptibles a la inhibiciôn por 
interferôn que las mSs diferenciadas y las células precursoras, 
que responden mds tempranamente, son refractarias a la supre­
siôn de la respuesta inmune inducida por el interferôn. La in­
hibiciôn mencionada envyelve una relaciôn dinâmica entre la na­
turaleza de 1 antîgeno, la concentraciôn de interferôn anadido 
a los cultivos celulares estimulados por el antîgeno y el tiem- 
po de administraciôn del interferôn respecte al antîgeno (JOHN­
SON y BARON 19 7 6 b). La respuesta de PFC a un antîgeno timo-de- 
pendiente, como son las SRBC, es suprimida mSs facilmente que 
la de un antîgeno timo-independiente como el LPS 0127 de E. coli
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En cuanto a los estudios "in vivo" sobre innmnosupre- 
siôn inducida por interferôn, CHESTER y cols. (1973) administra- 
ron a ratones concentraciones altas de interferôn viral (1,8 x 
10^ unidades) por via intravenosa, dos dias antes de la inmuni­
zaciôn y encontraron una disminuciôn del 84% en el nûmero de 
esplenocitos de bazo capaces de formar anticuerpos frente a los 
SRBC. Dosis de interferôn humano comparables a las de interferôn 
murino que habfan producido inmunosupresiôn en ratones, no tuvie- 
ron efecto sobre la respuesta PFC de esplenocitos murinos; este 
hecho indica que la especificidad filoqenética del efecto anti­
viral del interferôn también se extiende al efecto inhibidor de 
las PFC "in vivo",
Se ha observado que la capacidad del interferôn induci­
do por virus para inhibir la respuesta de anticuerpos estaba re- 
lacionada con la dosis de antîgeno (BRODEUR y MERIGAN, 1974).
La respuesta de anticuerpos en los ratones, frente a 1 x 10^
SRBC por ejemplo, resultaba inhibida significativamente frente 
a 1,5 X 10^ unidades de interferôn. Ambas respuestas primaria 
y secundaria, asî como la sîntesis de IgM e IgG quedaban afec- 
tadas por el tratamiento con el interferôn.
En cuanto a otras respuestas de la célula inmunocom­
petente también se ha comprobado que sufren una supresiôn debi­
da al interferôn. Cuando se descubriô que el interferôn inhibîa 
la sîntesis de DNA en linfocitos estimulados por PH7i o por cé­
lulas alogenéicas (LINDAHL MAGNUSSON y cols. 1972) podîa haber- 
se supuesto que el efecto inhibidor del interferôn sobre la res­
puesta inmune celular podîa ser explicado por una inhibiciôn en 
la multiplicaciôn de linfocitos; pero sin embargo en los s iste- 
mas de cultivo celular estudiados, se comprobô mas tarde que 
las células tratadas con interferôn se dividian has ta varias
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veces. Por el contrario, CEROTTINI y cols. (1973), administran- 
do interferôn murino parenteralmente, observaron una inhibiciôn 
de la multiplicaciôn de células de bazo transplantadas procedep- 
tes de ratones aloqenéicos y una mareada depresiôn en la capaci­
dad litica de los linfocitos T. Asimismo DE MAEYER y cols. (1975) 
observaron la inhibiciôn de la respuesta hipersensible retardada 
a SRBC y NDV en ratones.
Otro aspecbo muy interesante de la actividad del in­
terferôn en la inmunosupresiôn es su capacidad para activar ma­
crôfagos. HUANG y cols (1971) y JAHIEL y cols (1968) demuestran 
que administrando inductores de interferôn se logra la desapari- 
ciôn de cuadros de malaria experimental en ratones. Mas recien- 
temente (HUANG y DONAHOE, 1975) ponen de manifiesto que inocu- 
lando interferôn exôgeno en ratones aparece un incremento de 
là capacidad fagocitaria de los macrôfagos tanto "in vivo" comc 
"in vitro". El interés despertado por este estudio ha desembo- 
cado en un conjunto de experimentos "in vivo" e "in vitro" que 
lia demos trado que, bajo ciertas condiciones, el interferôn pue- 
dé ejercer un pequeno efecto de aumento de la respuesta en anti­
cuerpos ademâs de sus efectos inmunosupresores. AsI, interferôn 
murino administrado, a ratones o anadido a cultivos de espleno­
citos 2 ô 3 dias después del antîgeno han mostrado un ligero 
aumento de la rescues ta anticuerpo (BRODEUR y MERIGAN, 1975; 
JOHNSON, 1975 d). Y, oor otra parte, mediante administraciôn de 
interferôn se han elevado has ta niveles ôptimos algunas respues­
tas inmunes subôptimas obtenidas "in vitro" (GISLER y cols, 1974) 
asî se ha encontrado un ligero aumento en la inmunorespuesta a 
ratones tras adminis traciôn de concentraciones bajas de interfe­
rôn inducido viralmente (BPAUN y LEVY, 1972). Es lôgico suponer 
que esta inmunoestimulaciôn subsiguiente a la inmunosupresiôn 
estâ condicionada a La intervenciôn de los macrôfagos.
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Muy recientemente se han realizado estudios compara­
tives sobre las propiedades antiviral e inmunosupresora "in 
vitro" del interferôn inducido viralmente y el inducido por 
mitôgenos (JOHNSON, 1978). Asf se ha vis to que la supresiôn 
de la respuesta de anticuerpos "in vitro", debida al interfe­
rôn viral, puede quedar bloqueada por el 2-mereaptoetanol (m.e.) 
5 X 10  ^M; este bloqueo ten!a lugar cuando el 2-mereaptoetanol 
se ahadîa a los cultivos celulares 48 horas después de la admi­
nis traciôn del interferôn. Begun parece, el 2-m.e. bloquea se- 
lectivamente los efectos inmunosupresores del interferôn indu­
cido viralmente y de sus inductores, mientras que no tiene efec­
to alguno sobre la supresiôn ocasionada por inductores de inter­
ferôn inmune. Como el 2-m.e. no actua sobre las propiedades an- 
tivirales de ambos tipos de interferôn, los datos proporciona- 
dos por este estudio constituyen la primera demostraciôn de una 
diferencia a establecer de las propiedades biolôgicas de ambos 
interferones, segun sean inducidos por virus o por mitôgenos.
El hecho de que los linfocitos T puedan producir in­
terferôn y de que el interferôn pueda inhibir ambas funciones 
T y B apuntan hacia la posibilidad de que el interferôn pueda 
tener un papel regulador en la inmunorespuesta (JOHNSON y cols. 
1975 d; GISLER y cols. 1974; BRODEUR y MERIGAN, 1974, 1975).
Asî, en efecto, se ha sugerido que la conocida acciôn supre- 
sora sobre las células T puede ser mediada, en parte, por el 
interferôn (JOHNSON y cols, 1975 d; BRODEUR y MERIGAN, 1975), 
aunque aûn no es tâ claro el mecanismo preciso por e 1 cual el 
interferôn afecta al sistema inmune. En este sentido se han 
propuesto distintas posibilidades, taies como inhibiciôn de la 
divisiôn de las células precursoras desencadenada por el antî­
geno, efectos sobre la membrana celular y alteraciones en la 
interacciôn o cooperaciôn de células B y T (GISLER,y cols. 1974)
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2.3. Pape.1 de.1 Intzxf^zKon tipo II eu ta -cnmunoA.z6 puzi ta
Aunque los interferones difieren en varias propieda­
des ffsicas y antigénicas, ya se ha estudiado en el capitulo 
correspondiente que la expresiôn antiviral de aunbos tipos de 
interferôn aparece siempre regulada por el mismo locus genéti- 
co, que se localize en el segmente distal del brazo largo del 
cromosoma 21; ello hizo suponer que el interferôn inmune ten- 
drfa efectos similares a los del interferôn clâsico sobre la 
respuesta inmune, lo que ha sido confirmado por trabajos re- 
cientes. Asî HEINE y ADLER (1977a), estudiando esplenocitos 
murinos de las razas C57BL/6 y CBA, demostraron que la produc­
ciôn de interferôn estimulada por la succinil- Con A incremen- 
ta con la edad de la célula donante y varîa considerablemente 
con la raza donante estudiada. La cantidad de interferôn libe- 
rada por células de ratones mayores de 6 meses fue suficiente
para ejercer un patente efecto supresor, segûn fue comprobado
por métodos aplicados para determinar la activaciôn y prolife- 
raciôn linfocitaria: a) por ensayo de células formadoras de pla­
ças producidas por virus; y b) por técnicas basadas en la incor- 
poraciôn de ^H-timidina al DNA (HEINE y ADLER, 1977 b).
Es sabido que la activaciôn y proliferaciôn de célu­
las T de ratôn déclina con la edad del animal. Dado por una 
parte el aumento de producciôn de interferôn segûn aumenta la
edad del donante y por otra, la observaciôn de que el interfe­
rôn tipo I exôgeno puede inhibir la proliferaciôn linfocitaria 
en respuesta a mitôgenos y células alogeneicas (LINDHAL-MAGNU­
SSON y cols. 1.972; PACHECO y cols. 1976; ROZEE y cols. 1973; 
WALLEN y cols. 1975) es bastante razonable aceptar que el inter­
ferôn producido endôgenamente como una parte de la respuesta 
inmune también posea un efecto regulador similar sobre la pro- 
liferaciôn de linfocitos.
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El interferôn tipo II puede afectar la respuesta 
inmuno-humoral. SONNENFELD y cols. (1977) observaron que los 
efectos inmunomoduladores del interferôn II, contenido en 
suero de ratones sensibilizados con Mycobacterium bovis cepa 
BCG e inoculado con tuberculina antigua, eran dependientes 
del tiempo y dosis de administraciôn. El material utilizado 
era lâbil a pH 2 pero estable a 56° C y ejercîa un efecto su­
presor sobre la respuesta primaria de anticuerpos frente a 
SRBC "in vitro" si se anadîa antes de la inmunizaciôn, pero 
ejerciendo un efecto de aumento sobre la respuesta cuando se 
anadfa después de la inmunizaciôn.
Este efecto supresor del interferôn inmune sobre la 
respuesta humoral ha sido estudiado también por BRODEUR y cols. 
(1977), quienes pasando poblaciones de esplenocitos murinos 
a través de una columna que contenîa conjugados insolubiliza- 
dos de histamina encontraron que la capacidad de las células 
quedaba disminuida para producir interferôn en respuesta a 
mitôgenos, pero aumentaba su capacidad para sintetizar anti­
cuerpos frente a SRBC. Estos investigadores, a la vista de 
estos resultados, consideraban como posible explicaciôn que 
la columna retiene una subpoblaciôn de linfocitos T que supri- 
men la respuesta inmune a través de la producciôn de interferôn
2,4. 1 nte.fLV zncZôn dt toi, /nducf:oA.e^ de en la ^n-te^ac-
clôn ^Cntz^fje.'LÔn-céiulai X.nmanocompzttnt&6 .
En nuestro propôsito de revisar cuanta bibliograffa 
pueda sernos util para considerar nuestros propios resultados 
en relaciôn con la sîntesis y propiedades inniunobiolôgicas del 
interferôn parece lôgico dedicar un apartado al papel represen- 
tado por los inductores de interferôn en el sistema biolôgico 
de ensayo; maxime cuando en nuestro propio laboratorio tenemos 
datos de que la respuesta inmune o de interferôn puede variar 
en funciôn de ciertos parâmetros que afectan a la inducciôn
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(RONDA y cols, 19 76) o al empleo de inmunoestimulantes o inmu­
nosupresores (BARASOAIN y cols. 1978) .
2 . 4 . 1 .  L o s  I n d u  c t o  fie.-!) de tntzK^zfiôn
En contraste con la actividad supresora general de 
los interferones, se ha encontrado que distintos inductores de 
interferôn tienen efectos tanto supresores como exaltadores de 
la reispuesta anticuerpo "in vivo" e "in vitro", dependiendo de 
una serie de circunstancias expérimentales. Asî, los poliribo- 
nucleôtidos sintéticos de doble cadena generalmente exaltan la 
respuesta inmune en ratones, cuando se administran simultanea- 
mente con antîgenos, pero cuando los animales lo reciben 12 - 48 
horas antes de la inoculaciôn del antîgeno dan lugar a un pro- 
fundo efecto supresor sobre la producciôn de anticuerpo (JOHN­
SON y cols. 1975 c, d) ; es to se ha observado con ratones inyec- 
tados intravenosamente con poli A : U a tiempos variables res­
pecte a la inyecciôn intravenosa de Y  -globulina bovina (SCHMID- 
TKE y JOHNSON,1971) También, en pruebas realizadas "in vitro" 
sobre cultivos de esplenocitos se ahadiô poli A:U y poli I;C, 
a concentraciones de 0,1 - 1,Oytg/ml que inhibieron la respues­
ta de PFC anti-SRBC en mâs del 90% cuando estos poliribonucleC- 
tidos eran ahadidos a los cultivos solo con antîgeno (JOHNSON « 
y cols. 19 75 c). Estos autores también comprobaron que era ne- 
cesaria la presencia de linfocitos T funcionales en los culti­
vos para que los polirribonucleotidos fueran efectivos como 
inhibidores, demostrândose asî la dependencia timo-inhibiciônJ
Los resultados obtenidos por JOHNSON y cols. (1976b) 
mostraban que el efecto inhibidor de poli A :U sobre la respues­
ta de PFC "in vitro", quedaba neutralizado por anticuerpos fren­
te al interferôn viral y el mismo efecto se observô con el antî-
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geno LPS 0127 de E. coli. Por otra parte, la propiedad antivi­
ral del interferôn inducido en cultivos de esplenocitos por 
poliribonucleôtidos quedaba también neutralizada por el mismo 
anticuerpo al interferôn. Estos descubrimientos sugieren que 
el efecto inmunosupresor "in vivo" de los poliribonucleôtidos 
de doble cadena es debido a una estimulaciôn temprana de la 
producciôn de interferôn por linfocitos T.
Se ha demostrado que varios mitôgenos para linfocitos
T (Con A, PHA y enterotoxina A estafilocôcica) estimulan la
producciôn de interferôn sôlo en cultivos de células linfoides 
(JOHNSON y cols. 1975 a, 1977) mientras que suprimen la respues­
ta de anticuerpos en ratones, tanto "in vivo" (MARKOWITZ y cols. 
1969; BARTH y SINGLA, 1973; EGAN y cols. 1974) como "in vitro" 
(DUTTON, 1972; RICH y PIERCE, 1973; WATSON y cols. 1973; SMITH 
y JOHNSON, 1975).Sin embargo, en cone jos, se ha encontrado exal- 
taciôn de la respuesta de PFC cuandd se les administraba conjun- 
tamente mitôgeno y antîgeno (ROMBALL y WEIGLW, 1975) .
El mitôgeno enterotoxina A estafilocôcica, que résulta
ser mejor inductor de interferôn que la Con A o PHA, es signifi-
cativamente mâs efectiva en cuanto a la inhibiciôn de respuesta 
inmune que los otros mitôgenos citados (JOHNSON y cols. 1977) .
La capacidad de los mitôgenos celulares T para inhibir la res­
puesta de PFC en esplenocitos de ratôn "in vitro" esté, por 
tanto, relacionada con su capacidad para estimular los cultivos 
e inducir la formaciôn de interferôn.
2.4.2. La tiloaona como inducton. de du f c a. eAo w
La administraciôn de inductores de interferôn para 
estimular la producciôn de interferôn endôgeno asi como para 
incrementar la resistencia antiviral, ocurre cada vez con mayor
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frecuencia, no habiendose encontrado hasta el momento un induc­
tor no tôxico que sea efectivo para uso humano. El descubriraien- 
to de que ciertos inductores, por ejemplo la tilorona, podfan 
inducir la formaciôn de interferôn circulante tras su adminis- 
traciôn oral estimulô el interés hacia el estudio de esta sus­
tancia y otras moléculas de efectos similares.
Fueron KRUEGER y MAEYER (1970) | quienes descu-
brieron que la tilorona, sustancia activa de bajo peso mole eu la: 
(412 d) era jcapaz de inducir interferôn cuando se adminis- 
traba oralmente y por tanto de inducir resistencia contra va­
rias infecciones virales. Con ella, por ejemplo, se protegiô 
a ratones contra la infecciôn de distintos virus DNA y RNA y 
a ratas contra el carcinoma de Walker y sarcoma reticular-ce- 
lular (ADAMSON, 1971 a, b). Se ha comprobado que existe una 
relaciôn directa entre dosis de tilorona administrada, titulo 
de interferôn circulante y supervivencia de ratones infectados 
con VSV (MAEYER y KRUEGER, 1970; DE CLERCQ y MERIGAN, 1971).
La tilorona es el prototipo de inductores de interfe­
rôn de bajo Pm; es un compuesto triciclico cuya fôrmula se in­
dica a continuaciôn:
C H 3 - C H 2 ^  m  C H 2 - C H 3
N - CHg-CHg-0 0 -CH^CHgr N
CH3-CH2 r  |T___JJ T \ H 2-CH3
2 H C I
Bis(dietil amino-2-etoxi)-2,7 fluorenona, diclorhidrato
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Sobre esta molécula se pueden obtener derivados 
fluorados, portadores de una cadena lateral de dialki.lamino- 
alkil, que también pueden inducir resistencia antiviral e 
interferôn (ALBRECHT y cols. 1974; HO y ARMSTRONG, 1975) .
Entre los efectos producidos por la tilorona se 
observô que era capaz de aumentar la respuesta de anticuer­
pos (IgG, M y E) frente a varios tipos de antîgeno (HOFFMAN 
y cols. 1972; MEGEL y cols. 1974; DIAMANSTEIN, 1973), mien­
tras que por otra parte deprimfa la respuesta inmuno-celular 
asociada a los linfocitos T ya que ocasionaba una marcada lin- 
fopenia transitoria con disminuciôn de linfocitos en las èreas 
T - célulares de bazo, nôdulo linfoide y corpuscules de Peyer 
(ZBINDEN y EMCH, 1972; LEVINE y cols. 1974). Estos resultados 
sugieren que la tilorona actûa selectivamente sobre las célu­
las T, no estando claro el mecanismo por el cual la tilorona 
ejerce un efecto estimulador sobre la respuesta de anticuerpos.
Se ha visto que la actividad antiviral del suero in­
ducida por la tilorona en ratones, es debida a la producciôn 
de interferôn (MAYER y KRUEGER, 1970; STRINGFELLOW y GLASGOW, 
1972 ; DE CLERCQ y MERIGAN, 1971) y la apariciôn de esta activi­
dad antiviral tiene lugar mâs o menos simultanéamente con la 
disminuciôn de los linfocitos T con un efecto mâximo que apare­
ce a las 24 horas.
Asimismo se ha observado que la tilorona también es 
efectiva cuando se administra por otras vias dis tintas de la 
oral. En efecto una dosis comprendida entre 5 y 500 mg/kg de 
peso vivo, adminis trada oralmente, proporcionô tîtulos relati- 
vamente altos de inmunorespuesta lo mismo que cuando se adminis-
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trô intraperitonealmente. En ratones, dosis mSs bajas de tilo­
rona (por ejemplo 2 5 mg/kq de peso vivo) son capaces de produ­
cir tîtulos circulantes détectables de interferôn aunque résul­
ta n mas tôxicas (DE CLERCQ y MERIGAN, 1971).
De todos los compuestos o inductores de interferôn es­
tudiados sôlo très se han aplicado al hombre: la tilorona (KRUE­
GER y MAYER, 19 70) , la diamina lipoidal CP - 20,961 (HOFFMAN y j 
cols. 1973) y el poli I :C ya citado; de ellos se ha estudiado * 
su actividad como inductores de interferôn asî como sus efectos 
clînicos.
La tilorona, a las dosis estudiadas (1000 - 15.000 mg/ 
dîa) no ha mostrado actividad en el hombre en cuanto a inducciôn 
de interferôn circulante. SCHIFF y cols. (1973) observaron un 
resultado positivo cuando administraron a cuatro individuos una 
dosis oral ûnica de 750 mg antes de la administraciôn intranasal 
de virus rubella; en estas condiciones la tilorona disminuyô la ' 
intensidad de la enfermedad diseminando el virus. En un princi- 
pio se pensô que la tilorona no inducia interferôn en lîneas 
celulares (DE CLERCQ y MERIGAN, 1971; STRINGFELLOW y GLASGOW, 
1972), sin embargo, DENNIS y cols. (1972) encontraron interfe­
rôn en suspensiones de linfocitos humanos que habian estado en 
presencia de tilorona. Posteriormente, GROELKE y cols. (1975), ^
observaron que en cultivos de células L 929 aumentaba la produc-'- 
ciôn de interferôn cuando estaba présente la tilorona junto con 
el poli I :C/DEAE-dextrano. Por otra parte, cultivos de fibro- 
blastos de embriôn de raton en presencia de tilorona, produje- 
ron una sustancia antiviral présente en el sobrenadante celular^ 
que tenîa las propiedades caracterîsticas del interferôn. [
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Estudios toxicolôgicos han demostrado que la tilorona 
produce una serie de alteraciones en los sistemas hematopoyéti- 
co y reticuloendotelial que se caracteriza por apariciôn de va- 
cuolas, grânulos basôfilos o de ambos, en los glôbulos blancos 
y macrôfagos de hfgado, bazo y nôdulos linfoides de ratôn, rata, 
perro y mono, dependiendo la intensidad de los efectos de la es- 
pecie animal citada, de la dosis y del tiempo de administraciôn 
(ROHOOSKY y cols. 1970) .
La tilorona puede resultar incapaz de inducir inter­
ferôn en algunas otras especies animales, pues no se han en­
contrado resultados positivos después de su administraciôn oral 
en cone]os y cerdos (ZINOBER y PIRTLE, 1971) ni tampoco en apli- 
caciones tôpicas y orales en el hombre (KAUFMAN y cols-, 1971).
2.4.3. La clcto (famidcL como Sa6tancta .inmuno6upAZ-
i OA.ll.
La ciclofosfamida es un potente agente alquilante lin- 
focitotôxico muy empleado como fârmaco antineoplâstico (AISEN- 
BERG, 1967; LEHMAN y WEIDANZ, 1970, LINNA y cols. 1972) . Tiene 
un fuerte efecto supresor sobre la formaciôn de anticuerpos y 
sîntesis de inmunoglobulinas en animales tratados (SANTOS y 
OWENS, 1966) destruyendo células supresoras B (KATZ y cols. 
1974b)o T (DEBRE y cols. 1976; MITSUOKA y cols. 1976)
Polios tratados con ciclofosfamida, durante el primer 
periodo de incubaciôn, no respondieron a est imu1a c i ô n antigéni- 
ca posterior y sufrieron una gran hipogammaglobulinemia. La 
implantaciôn de células procedentes de la boisa de Fabricio de 
polios jôvenes en polios tratados con ciclofosfamida es capaz 
de restaurer su sistema inmuno-humoral alterado por el trata-
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miento ciclofosfamîdico, tanto en su morfologîa como en su fun­
ciôn (TOIVANEN y cols. 1972).
El USO de la ciclofosfamida, cuando se compara con
otros agentes capaces de causar los mismos efectos, ofrece una 
serie de ventajas sobre el resto; asî, es fâcilmente adminis- 
trable en dosis medibles y no requiere ni técnicas ni instru- 
mentaciôn especiales; el tratamiento, por btra parte, puede 
ser efectuado en un periodo corto de tiempo.
Se ha observado que tras una inyecciôn intraperito- 
neal ûnica de 300 mg/kg de peso vivo de ciclofosfamida a rato­
nes C^H/H'e, aparece una disminuciôn en el nûmero de esplenoci­
tos a partir de los 2 ô 3 dîas de la administraciôn seguido de 
una fase de regeneraciôn que lleva a la recuperaciôn de un ni - 
vel normal a los 8 - 1 0  dfas. KOLB y cols. (1977) hicieron un 
anâlisis del contenido en bazo de células B y T en ratones tra­
tados con ciclofosfamida, comprobando una pérdida de reactividad 
de las células frente a mitôgenos de células B y T.
Estos autores comprobaron la apariciôn temprana de
una disminuciôn en cuanto a la reactividad frente a LPS, mitô­
geno especifico para células B, que estaba de acuerdo con los 
exâmenes histolôgicos en los que se apreciaba una destrucciôn 
de los follculos (âreas B-dependientes) que precede a la de 
las vainas periarteriolares (âreas T-dependientes), presentando 
en etapas posteriores el mismo grado de destrucciôn.
Resultados posteriores sugieren que el tratamiento 
ciclofosfamîdico conduce a una eliminaciôn selectiva de una 
célula supresora de origen T envuelta en la regulaciôn de la
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respuesta de anticuerpos IgM "in vitro". Recientemente, ASHER- 
SON y ZEMBALA (1978) observaron que los ratones tratados con 
ciclofosfamida no desarrollaban las células T que deprimen la 
sîntesis de DNA e interpretan que los precursores de estas cé­
lulas T supresoras son sensibles a la ciclofosfamida. Este 
hecho puede referirse a un precursor de la propia célula, o a 
una célula cooperadora necesaria para su producciôn, o incluso 
a una célula intermediaria que sea necesaria para llevar a cabo 
su acciôn supresora.
Se ha observado, sin embargo, que en algunas circuns- 
tancias, las drogas inmunosupresoras pueden provocar una ligera 
exaltaciôn de la respuesta inmune. Este efecto se atribuye a la 
eliminaciôn selective de una célula supresora de vida corta por 
la acciôn de la droga. Se ha postulado que ésta pueda ser una 
célula B (LAGRANGE y cols. 1974; KATZ y cols. 1974a)por la pre- 
ferente eliminaciôn de células B de ôrganos linfoides en los 
animales tratados (TURK y POULTER, 1972) . Otros autores como 
ASKENASE y cols. (1975) se inclinan a pensar que la célula su­
presora es de origen T.
Z . 5 . HÂ.p6 iobAr. la cLactôn tnmanoiup-lzi ofia dzl intzA
DUTTON y cols. (1971) proponen un modelo para la fun­
ciôn de las células T cooperadoras que puede ser util a la hora 
de explicar los efectos supresores del interferôn inmune en el 
ratôn y que hasta este momento no encontramos ninguna otra in- 




































































El antîgeno entra en contacte con un precursor del 
linfocito T (A) que se transformer^ en linfocito T sensibili- 
zado (B). Esta célula en presencia del antigène (C) puede con- 
vertirse en una célula de memoria o puede liberar med'adores 
o linfoquinas (D). Entre estos mediadores producidos por el 
linfocito T esté el interferôn inmune. Por otra parte, el antî­
geno también reacciona con un precursor del linfocito B (1), 
que sufre la transformaciôn linfocitaria y se convierte en un 
linfocito B sensibilizado (y en células de memoria) (2). La 
célula B sensibilizada en presencia de antîgeno (3) se convier­
te en una célula plasmâtica (4) que es responsable de la pro­
ducciôn de anticuerpo (5). El anticuerpo entonces reacciona con 
el antîgeno especifico (6). Tanto el interferôn inducido por 
virus como el antigénico son capaces de reaccionar cbn los lin­
focitos precursores T (E^) y T (E2) asi como con los linfocitos 
sensibilizados T (E3) y B (E4) . Cuando la diferenciaciôn conti­
nua , como resultado de la presencia constante de antîgeno, se 
hace cada vez mâs dificil la inhibiciôn del linfocito por el 
interferôn. Aunque en el esquema no quedan representddos los 
macrôfagos, estos interferones pueden ejercer su efecto inmuno­
supresor a través de la funciôn de los macrôfagos en la respues­
ta inmune.
Este modelo esté basado por tanto en el hecho de que 
la célula B recibe una senal, de la célula T.estimulada antigé- 
nicamente, en la forma de un mediador qulmico que no es antige- 
no especifico. La efectividad de tal mediador depende de la 
proximidad entre la célula T y B. La especificidad de la reac- 
ciôn esté regulada por la especificidad del receptor antigéni­
co de las células T y B.
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El modelo sugiere que la presencia de un receptor 
para el antîgeno tanto sobre la célula B como en la célula 
T Uegarîaa estas células, cuando estén en estrecha proximi­
dad, a ligarse con un mismo antîgeno, en cuyo momento, el 
mediador, tras liberarse de la célula T, queda en el micro- 
medio de la célula B en concentraciôn suficiente para ejer­
cer su efecto. Esto puede ser aplicado para explicar como los 
mediadores inducidos antigénicamente (entre ellos el interfe­
rôn) pueden ejercer sus efectos supresores. Suponiendo inter­
acciones similares de células T, B y antîgeno, la sustancia 
supresora puede ser liberada, de la célula T estimulada, en 
el microambiente de la célula B e inhibir la respuesta anti­
cuerpo de la célula B al mismo antîgeno.
FINTER (1973) observa que el modtelo debe modificarse 
a la hora de explicar cômo interaccionan las células en los 
mecanismos de supresiôn por interferôn inducido por virus, te- 
niendo en euenta que este interferôn es sintetizado por cada 
una de las células présentes en el cuerpo. Por otra parte, aque- 
llos virus cuya infectividad esté intimamente asociada al tej i- 
do linfoide pueden tener, en general, un efecto supresor mayor 
sobre la respuesta inmune que aquellos no asociados con el te- 
jido linfoide (VIRELIZIER y cols. 1976) . .
ESTADO ACTUAL DEL TEMA
Como puede verse, por cuanto antecede, en poco mâs 
de dos décadas que hace que fuera descubierto el interferôn 
se ha avanzado lo suficiente en el conocimiento de los meca­
nismos bioqufmicos de biosintesis, pero se esté todavfa lejos 
de poder alcanzar la aplicaciôn en terapeûtica antiviral, tan 
deseada por todos. Muy recientemente hemos tenido noticia de 
un medicamento ruso a base de una preparaciôn de interferôn 
impuro que se aplica en el tratamiento en cuadrOs localizado§. 
(preferentemente herpes) o generalizados (gripe o infecciones 
por rinovirus) de etiologla vfrica y cuyos resultados no apa- 
recen totalmente definitivos ya que la acciôn terapeûtica de­
pende tanto de la naturaleza o localizaciôn de la infecciôn vi­
ral como de ciertas particularidades en la administraciôn del 
producto biolôgico.
Lo que si parece claro es que el sistema interferôn 
activado por una infecciôn viral especîfica en un huésped, no 
funciona en ausencia de otra o igual infecciôn viral y que su 
actividad biolôgica la realiza a expensas de una glicoproteina 
antiviral, sintetizada "de novo", que es capaz de unirse a si- 
tios especîficos en la membrana de otras células y producir una 
senal que pone en marcha -en esta segunda poblaciôn celular- la
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sîntesis de una nueva proteina que bloquea la replicaciôn del 
virus. El interferôn puede ser sintetizado en todas las células 
nucleadas del cuerpo (aunque no se conozca la inducciôn de in­
terferôn sobre eritrocitos aviares) pero su nivel de producciôn 
depende tanto de la naturaleza del virus inductor como de la 
capacidad de respuesta de la célula huésped y su acciôn présen­
ta el déterminante de ser especie-especîfica.
También puede haber inductores de interferôn muy dis­
tintos de aquellos de naturaleza viral, asî se encuentran desde 
grandes moléculas (DNA y RNA mono y bicatenario, lectinas, li- 
popolisacâridos) a otros microorganismos (bacterias, protozoos), 
pasando por sustancias de bajo peso molecular (tilorona, amino- 
thioles, colorantes).
En resumen, para que el interferôn se produzca ha de 
darse un déterminisme genético que capacité a la célula para 
reaccionar (cromosomas humanos 2 y 5 para la inducciôn y 21 
para la apariciôn del estado de resistencia), ha de penetrar 
el virus y replicarse en la célula huésped y ponerse en contac­
te con los ribosomas de la misma,momento que se considéra de 
senal para que la célula genéticamente capaz forme el mRNA del 
interferôn que darâ lugar a la apariciôn de esta glicoprotei­
na que actuarS a nivel de membrana de otras células. En cuanto 
a la base celular de la respuesta antiviral, parece ser que ôr­
ganos con gran contenido de células reticuloendoteliales son los 
mâs actives y entre ellos destaca el bazo, aunque también ha de 
tenerse en cuenta el tropismo o a finidad del virus inductor por 
un determinado tipo de células puesto que, por ejemplo, existen 
v^rus neurotrôpicos que producen los mayores niveles de interfe­
rôn en cerebro.
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También, a la hora de evaluar comparativamente siste­
ma s productores de interferôn hay que tener en cuenta ademâs de 
la naturaleza del inductor y fenotipo de la célula huesped, 
otros parâmetros biolôgicos como son: vfa, dosis y momento de 
inducciôn, edad y temperatura normal del huesped o del cultivo 
celular y otras particularidades relacionadas con la inducciôn 
(sistémica o intramuscular).
Esta sîntesis de interferôn, ademâs de estar mediati- 
zada por una serie de condicionantes que pueden aparecer a ni­
vel genético, bioquîmico o clînico, estâ sujeta a la influencia 
de otras moléculas que interfieren en el mecanismo de sîntesis. 
Asî la presencia de algunos inhibidores metabôlicos o que inter- 
fieran con la sîntesis de âcidos nucleicos o proteinas pueden 
modificar aquel mecanismo. Por supuesto, como en el caso de la 
inducciôn, la inhibiciôn puede presenter distintos niveles en 
funciôn de la dosis o del momento de adiciôn del fârmaco o in­
cluso origine un efecto de estimulaciôn.
En los aumentos en la sîntesis de interferôn que, en 
una experiencia ya clâsica de KE y cols (1966) se producen me­
diante inducciôn por endotoxinas en animales pretratados con 
puromicina se conoce como un fenômeno de "superinducciôn" que 
estâ siendo estudiado por bastantes investigadores por la posi­
bilidad de aplicaciôn que présenta, especialmente, en células 
diploides humanas. 3egun parece la superinducciôn se produce, 
casi exclusivamente, en células diploides deprimidas por acti- 
nomicina D, cicloheximida o puromicina y su dinâmica se carac­
teriza por una inhibiciôn previa de la sîntesis que va seguida 
por un aumento en el nivel de interferôn inducido.
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Exister! moléculas que, estudiadas en nuestro labora- 
torio, se presentan claramente como inhibidores de la producciôn 
de interferdn; entre ellas destacan los antibiôticos ansamînicos 
y es particularmente acentuada con la rifamicina SV. También se 
han observado depresiones en la sîntesis de interferôn condicio- 
nadas por la presencla de algunos anâlogos pdricos o pirimidîni- 
cos que actüan como antimetabolitos inhibiendo la sIntesis de 
Scidos nucleicos; o incluso inhibiciones a nivel del metabolis- 
mo celular por adenilico ciclico, cortisona y otros esteroides 
de naturaleza hormonal.Estasmoléculas(AMPc, esteroides) junto 
con la de insulina pueden actuar como inhibidores o estimulan- 
tes de la sintesis de interferôn segûn las circunstancias expé­
rimentales en que se produzcan.
En relaciôn con las interacciones virus-interferdn- 
-huésped calDe decir que su efecto mâs que como una acciôn anti­
viral deb€;rîa considerarse como una manifestaciôn en las alte- 
raciones que produce sobre la fisiologfa de la célula huésped, 
ya que no s61o puede efectuarse la multiplicaciôn del virus, 
sino también el crecirniento intracelular de otros microorganis- 
mos, la divisién celular y la producciôn de anticuerpos; ello 
condiciona variaciones en la expresién de antigenos en la mem­
brane celular y consecuentemente en la citotoxicidad de linfo- 
citos y en reacciones celulotrôpicas de caracter fagocitario.
Esté claro que existe un paralelismo entre las cinéticas de 
actividad antiviral y accién inhibidora de la divisién celular; 
aunque, por otra parte se aumenta la citotoxicidad linfocitaria 
trente a células tumorales, el nûmero de células citotdxicas 
naturales (natural killer), y la produccién de ciertas proteinas. 
En el caso de estas interacciones a nivel de superficie celular
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pueden encontrarse, desde nuestro punto de vista, algunas 
acciones paradôjicas como son el hecho de que el interterôn 
aumente las posibilidades de uniôn de la concanavalina A -que 
es un mitôgeno- y disminuya el transporte y movilizaciôn de 
la timidina, Llaman la atencidn las modernas corrientes de 
opiniôn cientîfica que buscan la semejanza del interferôn con 
ciertas hormonas glicoproteicas, principalmente por su estruc- 
tura, tamano, ausencia de consumo y actividad transportadora 
de mensajes a nivel de membrana. Y también es de interés muy 
particular, por las posibilidades que pueden tener en la modu- 
laciôn de inmuno-respuesta, aquellas interacciones entre el 
interferén y el sistema inmunitario del huésped, sobre el que 
puede ejercer un doble control, exaltândolo o deprimiendolo, 
segun las circunstancias expérimentales; el tema esté en sus 
comienzos y présenta grandes dificultades técnicas de estudio 
directo "in vivo" por precisar de grandes cantidades de inter- 
ferén purificado, por desconocer la cinética del interferdn y 
por su répida eliminaciôn del organisme. Pese a todo parece que 
el interferén produce una depresién o supresién de la respuesta 
inmune cuando se administra antes o simultâneamente al antigeno. 
Esta acciôn supresora parece ser ejercida sobre los linfocitos 
B y no sobre los macréfagos ya que segûn ciertos au tores tam­
bién puede aparecer, segûn las circunstancias expérimentales, 
una estimulacién de macréfagos por el interferén "inmune".
Por otra parte, al considerar estas relaciones entre 
interferén y respuesta inmune, es preciso senalar lici existencia 
de otro tipo de interferén, llamado "inmune" o interferén II 
que se produce en leucocitos estimulados con lectinas, polisa- 
ÿ? o en leucocitos antigeno-sensibilizados ante la presen-
eia del mismo antigeno. Ambos tipos de interferén (clésico e
niBLIOTECA
112 .
inmune) poseen algunas caracteristicas particulares que pueden 
diferenciarlos entre si a(în dentro de la misma especie animal; 
ello no obstante, ambos confieren a las células la resistencia 
antiviral a través de una regulacién por el mismo locus gené- 
tico situado en el segmente distal del brazo largo del cromoso- 
ma 21.
Al considerar todos estos datos, varias y muy diver­
ses incôgnitas pueden surgir ; asf, si existen interferones cuyo 
Pm oscila de 20.000 a 100.000 daltons y es muy dificil obtener- 
lo en un estado de relative pureza sin perder actividad ^no se- 
râ que exis ten unas moléculas monoméricas cuya actividad se mani 
fiesta al unirse formando oligémeros o polimeros? o bien que 
sea necesària la cocxistencia de moléculas protectoras de esta 
actividad antiviral; el hecho de que enlaces - S- S - sean fun- 
damentales para ello, habla en favor del determinismo de las 
estructuras terciarias. Se desconoce el papel de los grupos 
aminos, aunque se sabe que los grupos - SU no son esenciales 
y no se tiene idea de las relaciones estructura actividad en 
los interferones.
Existe gran variabilidad en el proceso de induccién, 
que es dificil de contrôler, aunque se sabe que los virus si - 
guen siendo los inductores de interferén més efectivos y asî, 
las cantidades mâs signifirativas de interferén siguen alcan- 
zéndose en tejidos humanos y animales durante el curso de una 
infeccién viral; sin embargo, no esté claro porqué la superin­
duce ién se produce casi exclusivamente en células diploides.
La induccién en aves, présenta algunas dificultades 
ya que segûn ciertos au tores los virus de la peste aviar clé- 
sica y atfpica en estado infectivo no eran capaces de inducir
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sfntesis de interferon en cultives de fibroblastos de polios 
porque actuaban inhibiendo la sintesis de proteinas de las 
células huésped.
En cuanto a mécanismes bioquimicos no esté suficien- 
temente estudiado el papel de los receptores de la glicoprotei- 
na inductora ni parece haber side identificado el elemento de- 
sencadenante de la produccién de TIP; desconociendose si el cro- 
mosoma 21 tiene como funcién el regular la actividad o modular 
la disponibilidad de los receptores interferén-sensibles en la 
membrana.
La interaccién del interferén con el sistema inmune 
puede ser de importancia a la hora de comprender su papel en 
la patogénesis de algunas enfermedades virales; por ejemplo, 
es un hecho ya demostrado que las infecciones virales van acorn- 
panadas de una inmunosupresién transitoria (DE MAEYER y cols. 
1975) y es muy posible que este efecto sea debido al interferén 
inducido por virus més que a la destruccién del tejido linfoide 
por la accién viral (DE MAEYER y cols. 1975; RIVIERE y cols. 
1977). De hecho, se ha demostrado recientemente utilizando sue- 
ro anti-interferén, que la mayoria de las manifes taciones de la 
infeccién por el virus coriomeningitis linfocitaria en ratones 
lactantes son debidas al interferén inducido por el virus més 
que a los efectos citopéticos virales (RIVIERE y cols. 1977) .
En estas relaciones interferén-inmunorespues ta es 
dificil establecer, por el momento, como pueden ser beneficio- 
sos para el huésped, en infecciones virales, los efectos supre- 
sores del interferén sobre la respuesta inmune. Si el interfe­
rén es importante para el huésped como mecanisino de defensa en
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infecciones virales y esta idea esté hoy dîa bien fundamentada 
tras los recientes" trabajos en los que se emplean suero anti- 
-interferôn en ratones con infecciones virales (GRESSER y cols. 
1976 a y b) se podria especular que el interferén actûa como 
uno de los reguladores de la respuesta inmune en infecciones 
virales.
Parece claro, no obstante, que el interferén no es 
un ente ûnico, que la divisién y funcién celular estén modula- 
das por d is tintos mediadores, y que segûn los inmunélogos tam­
bién exister! mediadores de terminantes del grado, amplitud y du- 
racién de la respuesta inmune. Cuando se aislen y caractericen 
todas estas sustancias seré posible determiner si, como el in­
terferon, existe una sola molécule o clase de moléculas, que 
ejerzan efectos mûltiples sobre la célula. Pero el tema se com­
plies 3 i se tiene en euenta que existen ademés diferencias es- 
tructurales en distintas clases de animales como aves y mamîfe- 
ros, por ejemplo y que el tema de interferén en aves esté mucho 
menos estudiado.
P A R T E  E X P E R I M E N T A L
I. PROTOCOLO
Una vez considerado el estado actual del tema en el 
que se aprecia la necesidad de aportar mas datos al conocimien- 
tq biolégico de la induccién de interferén en aves y su signi- 
ficacién para la inmunorespuesta del huesped a fin de poder es- 
tablecer comparaciones con datos obtenidos en ratén por ser 
animales de distinto nivel de organizacién del sistema inmuni- 
ta.rio, hemos plane a do un protocolo experimental en el que se 
distinguen très fases principales que se refieren a:
i) estudios previos del sistema biolégico a distin­
tes niveles de virus y huesped.
ii) determinacién de la induccién de interferén con- 
tro]ando la posible influencia de los estados previos de sensi- 
bilizacion por virus, asî como la influencia de agentes alqui- 
lantes del tipo ciclofosfamida.
ii i) control de la accién biolégica del interferén 
aviar "in vitro" sobre esplenocitos e "in vivo" sobre los pro- 
pios animales inductores comprobando su accién sobre la inmuno­
respues ta .
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Los distintos apartados de este estudio experimental 
se representan esquematiccimente a continuacién con el fin de 
tener una idea de conjunto y precisar entre qué térrainos se 
establecen las comparaciones que nos han de permitir formarnos 
una idea de la significacién biolégico del interferén aviar, 
sus posibilidades de induccién y su actividad.
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II. MATERIAL Y MEDIOS
1. Virus
En el presente trabajo hemos utilizado los seis 
virus que se indican a continuacifm, sehalando su origen;de 
los cuales pertenecen al grupo Mixovirus: i, ii, iii, v
i - Virus de la peste aviar clâsica: Fowl plague virus (FPV)
-cepn Roitock- obtenido por pase en liquido alantoideo 
de huevos embrionados infectados.
ii - Virus de la peste aviar atipica o de la enfermedad de
Newcastle: Newcastle disease virus (NDV) -cepa I t.alia- 
obtenido por pase en liquido alantoideo de huevos em­
brionados infectados. 
iii- Virus Influenza -cepa FM/f- también obtenido por pase 
en liquido alantoideo de huevos embrionados. 
iv - Virus de la escomatitis vesicular:estomatitis vesicular 
virus (VSV) -ciipa Indiana C- obtenido por pase en culti­
ve de fibroblastos y células L infectadas .
V  - Virus Sendai
vi - Virus encefalipico equino este (EEE)
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En cuanto a la procédéncia de estes virus habremos 
de senalar que los FP, ND y Sendai proceden del "Max Planck 
Institut ftfr Virusforschung" de Tubinga (Rep. Federal Alemana) ; '
el virus influenza de la colecciôn del Institute Jaime Ferrân 
de Microbiologia del C.S.I.C. y el virus VSV de "The Animal 
Virus Research Institute" de Pirbright. Woking. Surrey. Gran 
Bretaha; el virus EEE de la colecciôn del Institute Jaime Ferrân 
de Microbiologîa y aislado en la epidemia de New Jersey el aho 
1*9 33 de un caso fetal humane.
2. Células huesped
Segûn los diferentes propositos expérimentales se han 
utilizado los seis distintos tipos de células que se indican a 
continuaciôn:
i - Cultives celulares de f ibroblastos de embriôn de polio de
10 dias obtenidos por tripsinizaciôn en nuestro laborato- 
rio.
ii - Cultives de células L murinas mantenidas en congelaciôn
a -70" C y suspendidas posteriormente en medio de creci-
miento apropiado para su desarrollo.
iii - Cultives celulares de esplenocitos de polio obtenidos
por disgregaciôn de bazos en nuestro laboratorio.
iv - Cultives celulares de esplenocitos de ratôn obtenidos
de la misma forma que los anteriores
v - Berna ties de polio
vi - Hematfes de carnero
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3. Animales de experimentaciôn
En primer lugar, se han empleado polios machos, raza 
Leghorn incubados y nacidos en nuestro laboratorio con el fin 
de evitar posibles interacciones serolôgicas indeseables dentro 
de nuestra experimentaciôn. Segûn los casos, se han utilizado 
estos animales a distintas edades; recien nacidos con un peso 
de 10 - 15 g o bien con 1 mes de edad y un peso de 250 - 300 g.
Por otra parte, también hemos utilizado ratones, ma­
chos y hembras, raza Swiss, nacidos en nuestro laboratorio; to­
dos ten fan, en el momento de su empleo, 1 mes de edad aproxima- 
damente y un peso de 16 - 18 g.
4] Endotoxinas
Se han empleado lipopolisacâridos iendotôxicos (LPS) 
procedentes de P. aeruginosa y B. melitensis obtenidos respec- 
tivamente siguiendo los métodos descritos por WESTPHAL y JANN 
(1965) y LEONG y cols (1970) y purificando |ambos por croma-
tograffa en columna (B ARAS GAIN , 19 76) Dicho ^material
fue^araablemente suministrado por la Dra. Isabel Barasoain de 
la Secciôn de Infecciones Microbianas de nuestro Instituto.
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5. Medios para cultivo de células
Para las células de embriôn de polio se empleô un 
medio de crecimiento (MFC) que contenîa:
Soluciôn H a n k ' s ..............   94,7%
Hidrolizado de lactoalbûmina(Difco). 0,2%
Suero fetal bovino (Flow) .......... 4,0%
Extracto de levadura (Yeastolate




Nistatina   20 U.I/ml
NaCOgH (8,8%) hasta ajustar el pH a 7,2
Como medio de mantenimiento (MFM) para células de 
embriôn de polio se utilizô una soluciôn nutritive conteniendo:
Soluciôn Hank's ........................  96,7%
Hidrolizado de lactoaIbûmina .......... 0,2%
Suero fetal bovino (Flow) ............  2,0%
Extracto de levadura ...................  0,1%
Rojo fenol (0,2%)........................ 1,0%
Penicilina ..............................  100 U.I/ml
Estreptomicina.......................... 100 g/ml
Nistatina ................................ 20 U.I/ml
NaCOgH (8,8%) hasta ajustar el pH a 7,2
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Para las células L se empleô el MEM de crecimiento 
que contenia:
MEM (Minimum essential medium) Eagle
modificado con sales de Earle y gluta-
mina (1%) (Flow) diluido en agua bides-
tilada esteril   1.000 ml
Suero fetal bovino (Flow) ................  10%
Aminoâcidos no esenciales (Flow) ......... 1%
Penicilina   100 U.I/ml
Estreptomicina   100 g
o bien el MEM de mantenimiento, con la misma composiciôn que 
el anterior pero con solamente 2% de suero fetal bovino
Las membranas corioalantoideas se mantuvieron sobre 
soluciôn salina Earle, compuesta por:
N a C l ................................ 6 8 g.
K C l .................................  4 g.
MgSO^ .7 H 2O ........................ 2 g.
NaH2P0^ ............................. 1,25 g.
G lucosa.............................. 100 g.
C a d 2 ..............................  20 g.
Rojo fenol 1 %   16 ml.
Agua bidesti l a d a .................  9 50 ml
Finalmente, el medio RPMI 16 40 para cultivos celula­
res fue obtenido comercialmente de los Laboratorio Flow (Gran 
Bretana) y preparado segûn las indicaciones fijadas por los pre- 
paradores.
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6 . Soluciones varias y tampones
Por Ultimo, se han utilizado:
i) Fosfato tampôn salino (PBS) compuesto por:
NaCl  ....................... 8 g.
K C l  0,2 g
Na^HPO^ 1,15 g
K H ^ P O ^  0,2 g
Agua b i d e s t i l a d a  1.000 ml
pH f i n a l ......................... 7,3
ii) Soluciones Hank's compuesta por
Soluciôn A: N a C l ........... 80,0 g
K C l ........... 4,0 g
........... 1,4 g
Mg SO^. VHjO . . 2,0 g
Agua bidestilada aprox,. 450 ml
Soluciôn B : Na^HPO^ . .. . . 0,6 g
KH2PO4 ........ , 0,6 h
Glucosa . . . . .10,6 g
Agua bidestilada aprox., 450 ml
Soluciôn C : Soluciôn 1% de rojo fenol 16 ml.
1) Disolver en agua los componentes en el orden indicado.
2) Anadir lentamente y sin dejar de agitar la soluciôn A sobre 
la B .
3) Anadir el rojo fenol a la mezcla de la soluciôn A y B
4) Completar el volumen total a 1000 ml con agua bidestilada
5) Esterilizar por filtraciôn positiva
6) Conservar a 4°C.
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iii) Soluciôn tripsinizante, compuesta por:
Tripsina  ..................... 2,5 g.
Soluciôn salina Hank's ............. 1 ml
Penicilina..........................1 ml
Estreptomicina..................... 1 ml
Utilizada en soluciôn 0,125 %
iv) Soluciôn de Alsever, compuesta por:
Glucosa 20,5 g
Citrato sôdico   8,0 g
Acido citrico.................  0,55 g
N a C l   4,2 g
Agua b i d e s t i l a d a   1000 ml
v) Soluciôn tampôn de veronal, compuesta por:
N a C l ............................. 85 gr
Acido 5,5 dietil barbitUrico . . . .  5,75 g
5,5, dietil barbitûrato sôdico . . . 3,75 g
C a d 2 ................................ 0,28 g
MgCl2 . H 2^)....................... 1,68g
Agua bidestilada....................  1000 rnl
III. TECNICAS
1. Obtenciôn de las sus pensiones infectivas virales
Estas se prepararon segûn la naturaleza del virus en 
liquido alantoideo (NDV, FPV, Influenza y Sendai), sobre fibro- 
blastos de polio (VSV) o en cerebro de ratôn (EEE), siguiendo 
las particularidades del método correspondiente.
i) Para el NDV se prépara una suspensiôn, en PBS, de 
liquido alantoideo infectado con este virus, que contenga 100 
DLE^q y con esta suspensiôn en dosis de 0,2 ml por huevo se 
inoculan huevos embrionados de 10 dias en saco alantoideo a 
través de la câmara de aire. A partir de este momento y cada 
12 horas se observan los huevos embrionados infectados. Se to­
man solamente los embriones muertos entre las 36 y 72 horas 
despuês de la inoculaciôn ya que fuera de este intervalo, dicha 
muerte no tiene valor representativo. Los embriones muertos du­
rante el periodo de 36 a 72 horas se mantienen a 4" C para obte- 
ner una mâxima clarificaciôn del liquido alantoideo.
Se abren en condiciones estériles y se extrae el li­
quido alantoideo de cada uno de ellos, utilizando pipe ta especia 
para hacer metôdicamente estas dos pruebas;
126,
a) para control de esterilidad bacteriana, mediante siembra del 
liquido alantoideo en medios de cultivo s6lido y liquido: se 
mantenian las siembras en estufa a 37° C durante 7 dias como 
minimo y se observan los tubos cada 2 4 horas.
b) de hemaglutinaciôn orientadora râpida, para ccmprobar si el 
embriôn ha muerto por la acciôn del virus o por traumatisme 
operador, viendo ya en este momento si existe una minima ca- 
pacidad hemaglutinante.
Durante el periodo de comprobaciôn de la esterilidad 
bacteriana, el material infectivo seleccionado tras la hemaglu- 
tinaciôn se mantiene a -40° C. Una vez comprobada y asegurada 
tal esterilidad y desechado el material que présenta signos de 
contaminaciôn, se reune todo el liquido alantoideo infectado y 
se centrifuga durante 10 minutes a 1.200 rpm. El sobrenadante 
obtenido sirve como nuevo pase de virus repartiendose en viales 
(1 ml) para conservaciôn a -60° C.
ii) Para la obtenciôn de FPV, Influenza y Sendai se 
sigue la misma pauta que con el NDV, utilizando huevos embrio­
nados de 10 dias, inoculando la misma dosis viral, por la misma 
via de administraciôn y realizando todas las pruebas y contrô­
les citados anteriormente.
iii) El pase de VSV se prépara inoculando fibroblastos 
de embriôn de polio con 100 DICT^q , 24 horas después de la in- 
fecciôn viral las células empiezan a presentar efectos citopS- 
ticos y es el momento con mayor cantidad de particulas viricas 
infectivas, por lo que se recoge entonces el medio infectivo. 
Infecciones por debajo de las 100 DICT^q tienen el inconvenien- 
te de que las particulas defectivas, muy abundantes en este vi­
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rus, producer! efectos autointerferentes lo que da lugar a 
tîtulos bajos de infectividad. Las fases siguientes de centri- 
fugaciôn, control de esterilidad y almacenamiento son las men- 
cionadas en los virus antes citados.
iv) El pase de VSV se prépara inoculando cultivos de
células L con 100 DICT^q para fibroblastos de polio y siguien­
do la misma pauta anteriormente resenada para el pase del mismo 
virus sobre fibroblastos. Este virus ha quedado completamentE: 
adaptado a la multiplicaciôn sobre células L después del tercer 
pase sobre dichas células.
v) Para la obtenciôn del virus Encefalltico Bquino 
Este, se inoculan por via intracerebral ratones de 15-18 g
de peso con una dosis de 0,03 ml del pase precedente del virus. 
Para ello se anestesian los ratones con éter, en câmara cerra- 
da, durante el tiempo necesario para la inoculaciôn y se este- 
riliza con iodo y alcohol la parte central occipital donde se 
ha de efectuar la inoculaciôn.
Inyectada la cantidad antes mencionada se pasa alcohol
por la zona de inoculaciôn y se dejan los ratones en la câmara
de inoculaciôn hasta comprobar que su recuperaciôn es compléta. 
Se observan cada 12 horas los ratones infectados y se separan 
aquellos que, pasados 3 - 4  dias, muestran patentes signos de 
parâlisis y de los que podemos asegurar que en la observaciôn 
siguiente habrân aparecido muertos.
Reunidos los ratones con sfntomas de enfermedad se 
les mata practicando un corte con tijera esté ri 1 a la altura 
del corazôn. Una vez desangrado se sujeta el animal a una plan-
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cha de corcho por su hocico, extremidades y cola y se procédé 
a la desinfecciôn general del dorso y particularmenie de la 
zona craneal. Con pinzas y tljeras estériles se sépara la piel 
de esa zona y se levànta la calota quedando a La vista el cere­
bro del animal que se extrae con una espâtula raetâlica mantenida 
en alcohol, previamente flameada.
Los cerebros se suspenden en caldo comûn (cerebro 
0,45 g - caldo 4,5 ml) en un triturador de vidrio. Uria vez tri- 
turados se recoge la suspensiôn en tubos de centrifuga, proce- 
diendose a su centrifugaciôn, control de esterilidad y almace­
namiento segûn se ha resenado en los casos anteriorés.
2. Inactivaciôn de los virus.
En ocasiones hemos tenido necesidad de trabajar con 
los distintos agentes virales teniendo linicamente en cuenta su 
valor antigênico y no su poder infectivo, que como es lôgico 
interfiere alterando los resultados reales.
Esta inactivaciôn se ha realizado por dos métodos 
segûn los casos.
2 . 1 .  TeAino -  . c n a c t i v a c Z â n  v l x a l
En ciertos momentoè de nuestra experimentaciôn hemos 
recurrido a la inactivaciôn de virus por la acciôn del calor.
La técnica es muy simple y consiste en llevar los viales que 
contienen el virus, ND, FP, influenza y Sendai, a estufa a 56°
C durante 2 horas manteniéndolos en agitaciôn y comprobando 
posteriormente que ha tenido lugar tal inactivaciôn mediante
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inoculaciôn de estos virus en huevos embrionados de polio. Com­
probada la supervivencia de los embriones se da por vâlida la 
inactivaciôn.
1.1. I nactcvacZon vd.'iat po-i Be.tapA.op^colactona
Para ello, se prépara una suspensiôn viral en solu­
ciôn salina que contenga 10.000 DLE^g/ml con cada uno de los 
virus. Se prépara también una diluciôn de BPL (Fluka AG, Si.iza) 
que se anade a la suspensiôn viral en cantidad necesaria para 
que la diluciôn final sea 1/3000.
Estudios realizado por POLLEY y GUERIN (1957 a, b) 
demostraron que la infectividad sera destruida mâs rapidaraente 
(por alteraciôn del âcido nucleico, en nuestro caso RNA) a pH 
8 que a pH 6, pero que la capacidad antigénica se conservaba 
mejor a pH 7. Esta antigenicidad permanece inalterada mantenien- 
do sus componentes antigénicos intactes.
Se introduce en la suspensiôn viral con BPL una pieza 
magnética y el conjunto se monta sobre agitador magnético duran­
te 2 horas a 37 ° C. Después de este tiempo se recoge el virus 
efectuando control de esterilidad bacteriana en agar y caldo 
comûn. Para confirmar la inactivaciôn viral, se inocula la sus­
pensiôn en huevos embrionados de 10 dias con la dosis y via de 
administraciôn habituales en nuestro trabajo y senalada con an- 
terioridad.
Al mismo tiempo se inoculan polios de 1 mes de edad, 
también con el virus supuestamente inactivado, en cantidad de 
1 ml por via intramuscular. Demostrada, también la superviven­
cia de los polios se da por segura la inactivaciôn del virus.
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La observaciôn de los huevos embrionados tinen lugar cada 12 
horas durante 5 dias comprobando la supervivencia de los mismos
3. Titulaciôn de la infectividad viral.
Se establecen paralelamente dos series de cultivos 
celulares, una serie es infectada con la suspensiôn viral y 
la o'tra permanece con el medio no infectado y actüa como con­
trol. Mantenidas las dos series en las mismas condiciones ex­
périmentales se determinan cada 24 horas los efectos citopâ- 
ticos aparentes en la serie infectada patentizados por compara- 
ciôn con la serie testigo sin infectar y se calculan las dosis 
infectivas para cultivos de tejidos (DICT^q ) por medio del mé­
todo de titulaciôn de REED y MUENCH (19 38). Reed y Muench in­
troduce n el concepto de dosis létal 50% (DL^q ) para cada espe­
cie animal utilizada en el laboratorio y por extensiôn estable­
cen la dosis létal para embriôn de polio 50% (DLK^g), represen- 
tando en ambos casos la diluciôn decimal de virus que produce
efectos en el 50% de los individuos infectados; y con La misma
base estadfstica introducen el concepto de DICT^g.
Puesto que los intervalos entre las diluciones, al
ser décimales, son grandes y las DL^g (DLE^g ô DICT^g) no coin-
ciden fâcilmente con las diluciones décimales del virus, sino 
que la harân con una diluciôn intermedia que es preciso hallar. 
Reed y Muench es tablecieron très condiciones para poder calcu­
ler la diluciôn exacta:
i) Cada girupo de animales, huevos o cultivos de teji­
dos (p. ej. tubos), deben estar representados al menos por 5
individuos para que sea mâs correcta la representatividad de
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las evaluaciones estadisticas puesto que depende directamente 
de la cantidad de resultados obtenidos.
ii) La diluciôn a calculer debe estar comprendida 
por lo menos entre dos diluciones superiores y dos diluciones 
inferiores.
iii) La D L ^ g  Ô D I C T ^ g ,  una vez reunidos los resulta­
dos, ha de establecerse por el método de totales acumulativos, 
que suma para cada diluciôn todos los individuos que han muerto 
o presentado efectos causados por la acciôn viral, a partir de 
las diluciones menos concentradas de las suspensiones de virus 
y todos los individuos que han sobrevivido o no han presentado 
efectos causados por el virus, a partir de las diluciones mâs 
concentradas.
A continuaciôn se aplica una fôrmula general con los 
datos obtenidos o bien se aplica una fôrmula simplificada de 
câlculo, que es a lo que nosotros hemos recurrido en nuestro 
traba jo:
mortalidad inmediatam. superior al 50% - 50D L j g ----------------------------- c-------------------------
mortalidad inmediatam. superior al 50% - mort.minm.inf.
al 50
En los câlculos sobre DICT^g se consideran los tubos 
donde aparece citolisis como datos de positividad infactiva.
El resuItado de la fôrmula anterior se suma como frac- 
ciôn decimal al exponente negative de la diluciôn de virus mâs 
concentrada de las dos que comprenden al 50% de las muertes.
13:
3.1. ValofLac.X.ôn pon. cCtopdt-icoi
Para la titulaciôn de virus por su efecto citopâtico, 
sobre cultivos de fibroblastos y células L, se preparan los 
cultivos celulares apropiados en tubos de cultivo o frascos 
hexagonales. Cuando la monocapa celular adherida al vidrio es 
continua se élimina el MFC o el MEM de crecimiento segûn sean 
fibroblastos o células L respectivamente, que se lavan con 
PBS templado y una vez eliminado, se inoculan con 0,1 ml por 
tubo y 0,3 ml por plaça de la diluciôn correspondiente del 
virus a titular. La diluciôn viral permanece durante todo este 
tiempo en baho a 4° C. El grupo de tubos o plaças que actûan 
como testigos son sometidos a los mismos lavados, pero el inô- 
culo infectivo es sustituido por un volûmen igual de PBS que 
queda sobre la monocapa celular.
Tras un periodo de adsorciôn de 1 a 3 horas a 37° C, 
dependiendo del virus a titular, se élimina el inôculo infecti­
vo, ahadiendo 1 ô 10 ml de MFM ô MEM de mantenimiento (fibro­
blastos o células L) a los recipientes que contienen los culti­
vos. Todo el grupo se incuba en estufa a 37” C.
Cada 12 horas se observan al microscopio de ôptica in- 
vertida las monocapas infectadas y contrôles, comparando y mi- 
diendo la diferencia entre ambas a través de los efectos cito­
péticos que presentan las infectadas, desde una leve acciôn 
sobre las células hasta la destruccién total de la monocapa ce­
lular, frente a una perfecta estabilidad morfolôgica y metabôli- 
ca de los testigos. La titulaciôn se expresa en DICT^g calcula- 
das por el método de Reed y Muench.
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3.1. l/qfoTiac.coit mzdX.ant2 plaçai Zn ^ cctXva-i
Para la titulaciôn basada en la producciôn de plaças 
infectivas, se sigue la técnica introducida por DULBECCO (1952) 
y esté basada en el hecho de que una particula viral infecta a 
una célula, la cual libera virus que pasan a infectar a las cé­
lulas vecinas siempre que estén mantenidas.bajo un medio sôlido 
que impida una diseminaciôn viral a distancia. Las plaças infec­
tivas producidas son caracteristicas para cada virus, aunque un 
virus puede presentar marcas infectivas de doso très tamahos. Co­
mo pudieron comprobar DULBECCO y VOGT (1954 a, b) no aparecian 
particulas infectivas cuando se ahadia antisuero especffico al 
medio sôlido de recubrimiento.
La validez de esta técnica es dependiente de los si­
guientes requisites:
a) la formaciôn de plaças depende linicamente de la presencia de 
virus, no debiendo formarse en ausencia del mismo.
b) el nûmero de plaças o marcas infectivas que aparece esté en 
relaciôn directe con La concentraciôn viral ensayada.
c) debe ser reproducible, esto es, una misma muestra viral, en 
distintos ensayos, debe proporcionar resultados superponibles.
La técnica présenta dos variantes, en una, las células 
estén en monocapa; mientras que en otra las células quedan en 
suspensiôn. La primera de ellas, la original, es la que hemos 
apiicado en nuestra metodologîa y consiste en preparar un culti­
vo de células en concentraciôn apropiada en plaças de vidrio 
neutro o de pléstico tra tado para cultivos. Las células se in- 
cuban a 37° C hasta la formaciôn y fijaciôn del epi telio celular, 
momento en el que se élimina el medio de crecimiento celular que
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bana la monocapa y sa lava con PBS templado, anadiendo después 
0,3 ml de la suspensiôn viral a titular.
Tras un période de adsorciôn apropiado para cada virus 
se élimina el inôculo infective mediante adsorciôn con pipeta 
Pasteur anadiendo a partes iguales raedio nutritive (medio de 
mantenimiento sin rojo fenol, 2 x) y agar has ta que se forma 
una capa solidificada sobre el epitelio celular. En ese memento 
se llevan les cultives celulares a 37° C para su incubacidn du­
rante un période variable de 2 a 4 dias dependiendo del virus 
estudiado.
Transcurrido este tiempo aparecen unas marcas incolo- 
ras en la monocapa celular que se pueden poner de manifissto 
per adiciôn de una segunda capa de agar con colorante vital 
(rojo neutre) que colorearâ todas las células de la monocapa 
que permanecen vivas, apareciendo perfectamente nîtidas las 
marcas de las células destruidas por la acciôn viral. El valor 
o tftulo infective viene expresado en unidades formadoras de 
plaças infectivas per unidad de volûmen del indculo viral.
3.3. Eitad-Lo de ta tzAmoi en-6-cbZt-cdad dz to-i vôa.u6 con A.e6pecXo 
g 6a podzK ôni(gc^-cva if kzmaqlatinantz
Dentro del plan de trabajo que tenfamos trazado, nos 
surgi6 el problems de saber si el tîtulo hemaglutinante del me­
dio de cultive celular o de M.C.A. sufrfa una disminuciôn a con- 
secuencia de la tempieratura (37° C) en que habitualmente estân 
mantenidos les cultives celulares, a la que se une, la acidifi- 
caciôn del medio por el metabolismo celular.
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Teiiîa gran iniportancia fijar este parârnetro dentro 
de nues tras condiciones expérimentales, para saber si podrîa 
darse una inactivacidn térmica de las hemaglutininas, durante 
el tiempo de 24, 48, 72 y 96 horas, en que habfan de hacerse 
estas titulaciones de las hemaglutininas a lo largo de este 
trabajo.
Dado el hecho de que los virus suspendidos en medio 
nutritivo, pero sin células vivas, son incapaces de multipli­
es rse y sufren una inactivacién por la temperatura, nuestro 
experimento consistîa en observer la pérdida del poder cito- 
pâtico de los virus experimentados, con determinacidn, al mis- 
mo tiempo, del tîtulo hemaglutinante de los cuatro mixovirus 
ensayados, puestos an suspensiôn en medio de mantenimiento 
celular a dos pH diferentes.
A este fin hicimos para cada virus 2 series paralelas 
de 15 tubos: en la 1^ serre, se puso medio de mantenimiento a 
pH 6 (pEI résultante en los medios de cultivo celulares al cabo 
de 96 horas, segdn habîamos comprobado en nues tras pruebas an- 
teriores) y, en la 2^ serie, se puso medio de mantenimiento a 
pH 7,2 (el usual al empezar cualquier experimento en cultivo 
celular) .
En cada serie de tubos se hizo una diluciôn del liqui­
de alantoideo infectado con el virus a estudiar, para lograr 
10.000 DICTgQ^ final, tapando los tubos con goma para evitar 
el cambio del pH del medio.
Efectuada la inoculaciôn del virus, se hizo toma de 
una muestra de la suspensiôn y se titulô el virus en su poder
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hemaglutinante y en su DICT^q, considerando êste el mornento 0; 
a las 24, 48, 7 2 y 96 horas, se hicieron tomas de todos los 
tubos en cada una de las dos series y se determinaron las DICTgg 
y HA.
4. Preparaciôn de cultives celulares
En este trabajo hemos tenido que utilizar très tipos 
de células cuya preparaciôn présenta distintas particularidades 
segdn se puede ver a continuaciôn:
4 . f-tbxobZaA toi de. dt poilo
El cultivo de fibroblastos se prépara a partir de 
embriones de polio de 10 dias de edad que se extraen estéril- 
mente del huevo. Se separan cabeza, extremidades y vfsceras, 
que se desechan; del tronco que se lava abundantemente con PBS 
para eliminar hématies y grasa, para después de ser troceado 
con pinzas curvas ser lavado nuevamente con abundante PBS . Este 
material es sometidc a digestién por tripsina (Difco 250) al 
0,125 en soluciôn de Hank's, en agitador magnético durante 20 
minutes a 37° C. Pasado este tiempo el sobrenadante, cargado 
de células, es recocido y llevado a matraz, donde se pone tam- 
bién PBS frio que paraliza la actividad de la tripsina, mante- 
niéndolo a 4° C. El sedimento, al que se anade nueva tripsina 
es sometido a agitacién y esta operacién de toma de sobrenadan­
te se realiza cada 10 minutes hasta que se agote el material, 
persiguiendo durante todo el proceso una buena digestién del 
tejido intercelular sin que las células résultée alteradas .
La suspensiôn celular total (800 a 1.000 ml) es repar- 
tida en tubos de centrifuge y sometida a centrifugaciôn durante
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10 minutes a 1.000 rpm. El sedimento obtenido es lavado en PBS
y sometido a nueva centri Ifugaciôn después de cada lavado en el
que se eliminan por pipeteo los agregados celulares que se for- 
man en taies centrifugaciones. El sedimento final es nuevamente 
suspendido en PBS y filtrado a un primer matraz con una capa de 
gasa estéril y luego a un segundo matraz con dos capas de gasa.
Tras la filtraciôn, y efectuada una nueva centrifuga- 
ciôn, es obtenido un ultimo sedimento del que se toma 0,1 ml de 
células y se suspende en 10 ml de medio. La suspensiôn se tiiïe 
con colorante vital (azul tripano o rojo neutro) y se efectûa 
el reçuento en câmara Thomas o Neubauer. El paquete celular asl 
obtenido lleva generalmente un contenido celular mayor que el 
indicado por lo que es nccesario hacer una nueva diluciôn para 
obtener una concentraciôn final de 10^ células/ml de medio de 
crecimiento celular. Preparada asî la concentraciôn celular - 
deseada, este suspensiôn es repartida en cantidades de 1 ml 
por tubo y 10 ml por franco hexagonal (ambos de vidrio Pyrex 
neutre). Tubos y frascos deben ser tapados con tapones de goma 
para tener un sistema hennéticamente cerrado. Cuando se desea 
trabajar con plaças de cultivo la suspensiôn celular se reparte
a razôn de 5 ml por plaça.
Tubos, frascos y plaças son llevadgsa estufa a 37° C 
donde permanecerén hasta que se haya formado un epitelio celu­
lar continue y los fibroblastos adquieren su morfologîa tîpica.
4.2. E ipCeno ci tx’i
El cultivo de esplenocitos se efectüa a partir de 
bazos de polio o raton. Se matan los animales por dislocaciôn 
cervical y se abren con material estéril extrayendo los bazos.
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que se llevan a plaças Pétri que contienen soluciôn de Hank's 
frxa donde se eliminan las membranas serosas adheridas a estos 
d’rganos. Los bazos se llevan a triturador de vidrio con una 
cantidad pequena de l?ÈS frio; tras conseguir una disgregaciôn 
celular perfects se filtra con pipeta Pasteur a travds de un 
matraz con gasa para eliminar grumos, grasa, etc.
- La suspensiôn de esplenocitos es lavada dos veces en 
PBS frio centrifugando durante 10 minutes a 1.000 rpm. Tras 
obtener el paquete celular final se efectua el recuento de cé­
lulas tal y como se ha resenado en elaapartado anterior sobre 
fibroblastos de embriôn de polio. En esta ocasiôn el colorante 
utilizado es el anaranjado de acridina. Conocida la cantidad de 
células se hacen las diluciones précisas para conseguir una 
concentraciôn final de 5 x 10^ esplenocitos/ml en medio RPMI 
1640.
La suspensiôn celular asi preparada se reparte en pla­
ças de plSstico de 7 cm de diSmetro a razôn de 3 ml de suspen­
siôn por plaça; o bien, en microplacas de plâstico especiales 
para cultivo de tejidos con 0,2 ml de la suspensiôn celular.
■ Plaças y microplacas son llevadas a estufa de CO2 al
5% y a 37 ° C con humedad controlada, donde se mantienen hasta
su utilizaciôn en la técnica correspondiente.
4 . 3 .  C é l u l a i  L
Las células L en cultivo, en frascos hexagonales 
de vidrio neutro, mamtenidas en MEM, se someten a lavado de 
la monocapa y tripsinizaciôn de la misma hasta su desprendi- 
miento total. Estas células son suspendidas en MEM (con 5% SFB)
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que contiene DMSO al 4%, distribuyendo esta suspensiôn en 
ampollas. Dichas ampollas son sometidas a un descenso graduai 
de temperatura hasta los -70° C, momento en que se almacenan 
como medio de mantenimiento hasta su utilizaciôn.
Cuando se debe preparar un cultivo de células L, se 
toma el numéro deseado de ampollas mantenidas a -70° C, se des- 
congelan y se centrifugan para disponer del sedimento. Estas 
células son suspendidas en MEM y distribuidas a razôn de 7 ml 
en frascos' de plâstico con tapôn de rosca; se llevan râ'pidamen- 
te a estufa de CO2, manteniendo el tapôn flojo con el fin de 
que se évaporé el DMSO, apretando y cerrando el tapôn totalmen- 
te a las 24 horas.
A partir de las 24 horas de su preparaciôn, se com- 
prueba el estado del cultivo celular al microscopic de ôptica 
invertida, estudiando el momento oportuno para dar pases de 
cultivo sucesivos que mantengan esta lînea de células en su 
fase normal de muitiplicaciôn.
5. Obtenciôn de eritrocitos
Hemos necesitado utilizar eritrocitos de distintas 
especies animales y de su preparaciôn damos idea a continuaciôn.
5.1. E-xi tAoct toi de. fJoElo
Previa sangrfa por punciôn intracardiaca de polios 
jôvenes, la sangre se mezcla en tubos de centrffuga con igual 
cantidad v/v de soluciôn citratada Alsever. Tras agitaciôn sua­
ve se anade soluciôn salina facilitando la suspensiôn de los 
hématies, para a continuaciôn centrifugar la suspensiôn a 4° C
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durante 5 minutos a 1.000 rpm. El sedimento de hématies es re- 
suspendido en PBS o soluciôn salina frios y se vuelve a centri- 
fugar en las condiciones anteriores; cuando el sobrenadante apa- 
rece totalmente transparente y ifmpido se élimina por succiôn 
con pipeta quedando un sedimento de hematies en el fondo con 
una fina capa superior de glôbulos blancos.
El paquete se mantiene en nevera a 4° C hasta el mo­
mento de su utilizaciôn en pruebas de hemaglutinaciôn o inhibi- 
ciôn de hemaglutinaciôn. Este sedimento puede utilizarse dentro 
de los 3 dîas después de su obtenciôn.
5.2. Exttfiocltoi de ca-ineA.0
Estas células, procedentes de laboratorios comercia- 
les, son sometidas a centrifugaciôn a 4° C durante 5 minutos 
a 1.000 rpm previa suspensiôn en soluciôn salina frîa. El sedi­
mento de hematies asî obtenido, es resuspendido en la misma 
soluciôn salina anterior y se centrifuga de nuevo hasta que el 
sobrenadante esté tctalmente claro, como en el caso de los hema­
ties de polio.
Este paquete de hematies también se mantiene en neve­
ra a 4° C hasta el momento de su utilizaciôn como antîgeno inmu- 
nizante de los animales estudiados o para la aplicaciôn de la 
técnica de Jerne. (,TERME y NORDIN, 1963 ; JERNE y cols. 1963 ;
INGRAHAM, 1963; BERNOVSKA y cols., 1963; JERNE y cols. 1974).
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6. Prueba de hemaglutinaciôn
Se ha utilizado el método de SALK (1944) para la 
prueba de hemaglutinaciôn, mejorado por HIERHOLZER y SUGGS 
(1969) y aplicando en nuestro caso la modificaciôn del micro- 
môtodo por TAKATSY (1955) y SEVER (1962) .
Se preparan hematfes de polio segdn se ha explicado 
anteriormente. Se distribuyen volûmenes exactes de 0,05 ml
de veronal en cada une de los pocillos de la microplaca. Cada 
linea de la plaça corresponde a un virus o diluciôn del raismo 
estudiada, anadiendo por tanto, en el primer pocillo de cada 
linea, una gota de virus con otra micropipeta de 0,05 ml. Con 
los micro diluidores se van realizando las diluciones al duplo 
para cada muestra de virus, para finalmente anadir a cada po­
cillo 0,05 ml de la suspensiôn de hematfes al 0,5%. Paralela- 
mente a esta operaciôn, en otra Ifnea de pocillos de la plac 
se ponen 0,0 5 ml de soluciôn veronal al 1/5 y 0,05 ml de hem& 
ties en soluciôn al 0,5%, actuando como contrôles en la hemaglu­
tinaciôn.
A partir de este momento se deja la plaça en clmara 
hûmeda a temperatura ambiante durante 2 horas. Pasado este tiem­
po, se efectüa la lecture de los resultados obtenidos en cada 
una de las filas, para conocer el valoç o capacidad hemagluti­
nante de los virus estudiados. La reacciôn de hemaglutinaciôn 
se considéra positiva cuando todo el fondo del pocillo aparece 
cubierto por un vélo continuo rosado de hematfes aglutinados; 
y es neqativa, cuando se observa un botôn rojo intenso de hema­
ties sedimentados en el fondo del pocillo.
El tîtulo hemaglutinante obtenido viene expresado por 
el reciproco de la diluciôn final en la que aparece hemaglutina-
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ci6n compléta, lo que consideramos una unidad hemaglutinante.
7. Células formadoras de anticuerpos IgM
Aunque se trata de un método con frecuencia citado 
en muchos trabajos de inmunologfa consideramos oportuno refe- 
rir nuestro "modus operandi" por las peculiaridades que pudie- 
ran haberse introducido
7 . 1 .  I  n m u n tz a c . tô n  de. an tm a Z e . i  a SRBC
Para la sensibilizaciôn de animales donadores de es­
plenocitos hemos escogido grupos de ratones de peso équivalente 
(16-18 gr) e igual sexo y polios con peso de 80-100 gr dependier 
do de la prueba a realizar en el momento.
Hemos preparado los hematfes de carnero tal y como se
explicô en el apartado correspondiente. Tras la ûltima centrifu- 
gaciôn se suspenden los hematies en soluciôn salina de forma que 
queden a una concentraciôn final de 8 x 10^ S103C/ml. Ante la
falta de datos sobre la realizaciôn de la técnica de Jerne sobre
esplenocitos aviares nos fue imprescindible determinar la dosis- 
de hematfes necesaria para sensibilizar a los polios. De los re­
sultados obtenidos se fija como dosis sensibilizante la concen­
traciôn 
toneal.
final de 8 x 10^ en cantidad de 1 ml por via intraperi-
En los ratones inyectamos 0,1 ml de la suspensiôn SRB 
también via intraperitoneal y, transcurridos 4 dias, se determi 
na el numéro de células de bazo formadoras de anticuerposcomo
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se describirâ a continuaciôn.
7.2. Técntca dz Je-ine
En ella cabe distinguir las siguientes fases:
a) Preparaciôn del agar, que se realiza el dîa ante­
rior y a la concentraciôn de 0,5% en soluciôn de Hanks y anadien­
do a continuaciôn DEAE-dextrano hasta una concentraciôn final
de 0,2 mg/ml para contrarrestar las propiedades anticomplemen- 
tarias del agar (LIEBHABER-y TAKEMOTO, 1961) . Esta mezcla agar- 
-DEAE dextrano se deja enfriar guardando en nevera a 4° C hasta 
el momento de su utilizaciôn.
b) Preparaciôn de' suspensiones de esplenocitos de ani­
males sensibilizados con SRBC; para ello los animales son muer- 
tos por dislocaciôn cervical; se extraen los bazos estérilmente 
disecando el tejido conectivo adherido al mismo; se pesan los 
bazos y se introducen en plaça Pétri estéril que contiene solu­
ciôn de Hanks (EAGLE, 1959) y antibiôtico (penicilina y estrepto- 
micina) . Se disgregan los bazos presionéfndolos contra una reji- 
11a pequena de acero y, después, cada suspensiôn de células se 
filtra a través de una capa doble de gasa o nylon con el fin de 
eliminar los residues de te j ido y aglomerados procedentes de la 
vaina que envuelve los esplenocitos.
Se lavan dos veces estos esplenocitos en PBS mediante 
dos centrifugâciones a 1000 rpm durante 10 minutos, manteniendo 
en frÎDlas suspensiones celulares durante toda la manipulaciôn.
A continuaciôn, se détermina el numéro de células nucleadas en 
cada suspensiôn mediante recuento con un hemocitômetro en un 
microscopio de ôptica invertida; de aqui se prépara una diluciôn
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en lîquido de Hanks que contenga 10^ esplenocitos/ml.
c) Prépare!ciôn de los hematfes de carnero a partir 
de SRBC de 1 a 3 sémanas de edad, mantenidos en soluciôn Al­
sever, ya que cuando estas células estân recién obtenidas son 
menos susceptibles a la lisis mientras que las células viejas 
son excesivamente frâgiles. Estas células se lavan très veces 
mediante centrifugaciôn y resuspensiôn en soluciôn salina; tras 
la dltima centrifugaciôn el paquete celular es resuspendido en 
lîquido de Hanks de tal forma, que se obtenga una suspensiôn fi-
9
nal, de aproximadamente, 4 x 10 SRBC/ml.
d) Durante las centrifugâciones anteriores, el agar 
preparado segun se indicô previamente es calentado hasta su 
fusiôn para distribiiirle, entonces, en los tubos preparados 
en baho de agua a 46° G y numerados por grupos segün el tipo 
de tratamiento recibido por los esplenocitos. Cada tubo recibe 
0,8 ml de la suspensiôn de agar.
e) A partir de este momento, y trabajando con rapidez 
hasta el final, se anade a cada tubo de agar mantenido a 46° C, 
0,15 ml de la suspensiôn SRBC agitando sobre un aparato Vortex 
con una velocidad regulada. A continuaciôn, se anade a cada tu­
bo 0,25 ml de la suspensiôn de células linfoides apropiada y 
sacando el tubo del bano de agua se anade 0,1 ml de una suspen­
siôn 1/10 de complemento de cobaya, previamente preparado, en 
soluciôn de Hank y nantenido en hielo. El conjunto se agita de 
nuevo en Vortex y se extiende rapidamente sobre plaças Pétri.
Cuando las células linfoides estudiadas procédén de 
polios se utiliza una mezcla de complemento de cobaya y de corn-
lois
piemen to de polio en proporciôn 4:1, aunque en la misma canti­
dad total que la citada anteriormente. Esta proporciôn hubo de 
determinarse experimentalmente, y aqui nos interesa destacar 
que en los primeros experimentos efectuados, siguiendo esta 
técnica apiicada a los esplenocitos aviares, no obtuvimos resul­
tados tan demostrativos como los obtenidos con esplenocitos mu - 
rinos, por esta razôn empezamos a ensayar el empleo de comple­
mento de polio, sôlo o mezclado con el complemento de cobaya 
hasta que se lograron resultados plenamente satisfactorios.
Las plaças Pétri se mantienen a temperatura ambiente 
hasta que el agar se solidifica. A partir de este momento, se 
llevan durante 3 horas a una estufa de 37° C con humedad contro­
lada y atmôsfera de CO2 al 5%. Pasado el tiempo citado, se hacen 
visibles las marcas peguenas,redondas y pâlidas, contra'el fon­
do rojizo del césped y que corresponden a cada célula formadora 
de anticuerpo; ê'stas se contaron por plaças o grupos de plaças,
comparando con los testigos inmunizados y no inmunizados.
8 . Inducciôn de interferôn
Dado nuestros propôsitos de estudiar comparativamente 
la inducciôn de interferôn sobre distintos tipos de células avia­
res "in vitro" e "in vivo", as f como sobre esplenocitos murinos, 
hemos tenido necesidad de diversificar la técnica para obtener 
interferôn distinguiendo entre las particularidades de las se is 
técnicas que siguen.
1 . [nduccccn dii L ntZ'X ,•( er(5n en polloi (/ en xatonet, con vCxai
ij f cpn p.,'f  t  6(1 ç a  do 5 .
Para La inducciôn de interferôn en polios se han uti­
lizado como induc tores el virus VSV, y dos tipos de endotoxinas
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bacterianas, habienclo seguido el método descri to por RON DA y 
ALONSO (1974) y RONDA y cols. (1976) . Se prepararon 6 grupos 
de 10 polios, a los dos primeros grupos, se les inyectô intra- 
venosamente en la vena del ala 1 x 10^ DICT^q de virus; otros 
dos grupos fueron inoculados por la misma via con LPS de P . 
aeruginosa en dosis de 100 ng/100 gr de peso vivo y , los ani­
males de los otros dos grupos restantes, fueron inoculados 
con LPS de B. melitensis por la misma via de administraciôn 
y con la dosis antes citada.
Seis horas después de la inoculaciôn del inductor 
se practica sangria a muerte por punciôn intracardiaca de los 
polios, segün resultados obtenidos por RONDA y cols (1976 ) que 
demuestran que la m.lxima concentraciôn de interferôn circulante 
en suero tiene lugar entre 4 y 6-7 horas. Los sueros de los di­
ferentes grupos, una vez recogidos, se centrifugan a 30.000 g 
durante 40 minutos y el sobrenadante obtenido se almacena a 
-20° C hasta su titulaciôn. Paralelamente se llevan a cabo las 
pruebas de esterilidad bacteriana.
Cuando el suero que contiene el interferôn es el pro- 
cedente de animales inoculados con VSV y que por tanto contiene 
virus infective, que darla lugar posteriormente a la apariciôn 
de efectos citopSticos en pruebas de titulaciôn, se realiza una 
primera diélisis a pH 2.2 en tampôn fosfato citrato durante 24 
horas a 4° C y dos diélisis posteriores a pH 7.4 en tampôn fos­
fato durante 2 dias consécutives a 4° C. Mediante esta dialisis 
alcanza un pH final de 7.2 eliminando as! la infectividad sin 
alterar el tîtulo de interferôn contenido en el suero.
La titulaciôn del interferôn, tanto el inducido por 
VSV como los producidos por LPS de B . melitensis y de P. aerugi-
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nosa, fue Ilevada a cabo utilizando el método de FULTON y ARMI- 
TAGE (1951) mediante la reducciôn del poder hemaglutinante de 
mixovirus multiplicados en M.C.A.
Visto el bajo tîtulo de interferôn en suero, se efec- 
tuô una segunda serie en la que se utilizô como inductor el NDV 
y los L)\S en cantidades de l^g/100 gr de peso vivo. La titula­
ciôn, en este caso, se hizo siguiendo la técnica de Dulbecco. 
sobre fibroblastos de embriôn de polio utilizando el VSV como 
virus interferido. Sin embargo, en algunos casos, para alcanzar 
las unidades interferôn necesarias, hubimos de concentrar el 
suero mediante Carbovax o a través de membranas de Amicôn.
Para la inducciôn de interferôn en ratôn hemos seguido 
una técnica exacta a la utilizada en polios. Asî se ha llevado 
a cabo la inducciôn con NDV (1 x 10^ DICT^q de virus) en un gru- 
po de 40 ratones; y otros dos grupos con el mismo nûmero de ani­
males fueron inoculados con ly/(g/100 gr de peso vivo de LPS de 
P. aeruginosa o de B . meli tensis. Todas las inoculaciones fueron 
realizadas intravenosamente en las venas caudales.
Segün la experiencia de nuestro laboratorio, y al igual 
que sucede en polios, un intervalo de 4 a 6 horas después de la 
inoculaciôn del inductor es suficiente para obtener los més al­
tos tîtulos de interferôn circulante; por ello 6 horas més tarde 
fueron sangrados a muerte los ratones por punciôn intracardiaca 
reuniéndose por separado los sueros correspondientes a cada gru- 
po. El tratamiento de los sueros asî obtenidos fue idéntico al 
seguido con el de polios (diélisis écida y diélisis neutralizan- 
te) .
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La titulaciôn se realizô igualmente siguiendo el nié- 
todo de Dulbecco sobre células L y con VSV como virus interfe­
rido e igualmente se hicieron concentraciones por medio de 
Carbovax o membranas de Amicôn cuando el método lo aconsejô.
$ .2. ï nducctân dz -Cnt&KfjZKôn 4ob-te ^tb^obZaitoi de embAiân dz 
poilo.
Para ello se préparé un cultivo celular de fibroblas­
tos sobre frascos hexagonales segün la técnica resenada anterior­
mente en la preparaciôn de cultives celulares. Cuando la monoca­
pa celular, observada al microscopio de ôptica invertida, pré­
senta un aspecto continuo y uni forme, se inocula con NDV como 
inductor de interferôn en dosis de 1 x 10^ DICT^^. Tras un pé­
riode de adsorciôn de 2 horas se lava la monocapa con PBS tem­
plado , anadiendo 10 ml de MFM a cada une de los frascos hexago­
nales preparados. Une de los grupos que actüa como testigo no 
fue inoculado con el virus.
Se mantienen los cultives en estufa a 37° C, durante 
24 horas, al cabo de los cuales se recoge el medio de cultivo 
que contiene el interferôn liberado por las células de embriôn 
de polio. Teniendo en cuenta que el medio contiene partîculas 
virales activas, se precede a la inactivaciôn del raismo utili­
zando âcido perclôrico a una concentraciôn final 0,15 N; éste 
se anade al material recogido, dejandolo en nevera a 4° C du­
rante 30 minutos. Pasado este tiempo se forma un precipitado 
que se élimina mediante centrifugaciôn a 1.000 rpm durante 10 
minutos.
El écido residual es neutralizado con OHK 5 M hasta 
pH 7,2 y el nuevo precipitado, formado a baja temperatura, es
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separado tras nueva centrifugaciôn en las mismas condiciones 
anteriores, El sobrenadante considerado interferôn bruto se 
almacena en congelaciôn a -20° C, efectuando pruebas de este­
rilidad bacteriana y viral.
También, antes de la utilizaciôn de este interferôn 
asî preparado, se détermina su eventual toxicidad y para ello 
se preparan tubos de cultivo de fibroblastos y con concentra­
ciones altas del interferôn. Formada la monocapa celular se 
retira el MFC que la cubre durante el crecimiento celular y se 
anade el interferôn diluido en MFM a razôn de 1 ml por tubo.
El total de tubos se mantiene en estufa a 37° C durante 24-48 
horas, observéfndose los cultivos celulares al microscopio de 
ôptica invertida y determinando si la diluciôn de interferôn 
ha resultado tôxica para las células; en caso positivo, se va- 
lora el grado de toxicidad en funciôn de la diluciôn. En aque- 
llos casos en que aparecen indicios claros de toxicidad, se 
procédé a efectuar una diélisis en soluciôn de Hank durante 48 
horas a 4° C . Pasado este tiempo se recoge el medio con inter­
ferôn, se détermina su esterilidad bacteriana y se comprueba 
nuevamente la toxicidad sobre cultivos de fibroblastos.
Cuando en ensayos previos de titulaciôn de interferôn 
se oljtuv ieron tîtulos bajos llevamos a cabo la concentraciôn de 
los sueros o de los medios celulares, por medio de plaças de 
Amicôn, o bien utilizando Carbovax a una diluciôn del 5%. Con 
ambos métodos se logra una reducciôn en volümen de 10 veces 
con el correspondiente aumento en titulado de la glicoproteina 
activa présente.
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S. 3 ., I nducctôn dz ■itxtzKjzKôn iobAZ aiZuZai L
Se ha procedido del mismo modo que queda resenado 
para los cultivos de fibroblastos. La ünica diferencia que 
cabe destacar es el empleo de MEM con suero fetal bovino al 
10% durante el crecimiento de la monocapa celular y el uso 
de MEM con suero fetal bovino al 2% para la diluciôn de inter­
ferôn y el mantenimiento de la monocapa celular durante el 
tiempo de permanencia en estufa,
También en este caso se ha llevado a cabo la inacti­
vaciôn viral, control de esterilidad bacteriana, control de to­
xicidad y diélisis, como se ha indicado en elapartado anterior.
8.4. InducaZân dt Znt&A.^ zA.ân iobxe zipZtnocZtoi du xatôn ij 
poZZo
Con este prop6sito, se prépara una suspensiôn del t
paquete de esplenocitos de polio o de ratôn, obtenido por cen­
trifugaciôn, en medio RPMI 1640 que contenga 5 x 10^ espleno­
citos/ml. La suspensiôn se reparte a razôn de 3 ml, en plaças 
Corning o Greiner que son de plâstico especial para cultivo de 
tejidos. En este caso se utilizan como inductores de interferôn 
los virus ND y FP; y la infecciôn de los cultivos se lleva a 
cabo con 1.000 DICT,.q , para fibroblastos, de los virus ND y FP 
segdn el experimento.
El conjunto se mantiene en estufa de CO^ a 37° C du­
rante 18 horas. Transcurrido este tiempo se recoge el sobrena­
dante por succiôn con pipeta Pasteur y se contrôla la esterili­
dad bacteriana. A continuaciôn se efectüa una diélisis de los 
interferones obtenidos, en las condiciones citadas con anteriori-
H
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dad y una vez recogidos y dializados se détermina de nuevo su 
esterilidad bacteriana antes de guardar el material en congela­
ciôn a -20° C.
S . 5 . I nducctdn dz tnte.fi ^ exdn "tn vitxp" iobxz e.i ptznocttoi zf>- 
tlmatadoi poA -in(^ zcc.Cdn olfiaZ.
Como animales donadores de esplenocitos hemos utili­
zado ratones Swiss de 18-20 grs, y polios Leghorn de 80-100 grs . 
Para la sensibilizaciôn de los animales hemos utilizado 10^
DICT de NDV 6 FPV que, para infecciôn en polios, fue inactivado 
con BPL. La infecciôn se llevô a cabo por via intravenosa.
En total, y para cada virus, tanto en ratones como en 
polios, se han hecho 5 grupos; uno de ellos que no fue infecta­
do con virus y los otros cuatro que recibieron, respectivamente, 
1, 2, 3, Ô 4 dosis sensibilizantes con 7 dfas de intervalo.
Los esplenocitos obtenidos segdn el procéder habitual 
y pues to en suspensiôn (5 x 10 células x m) en RPMI 1640 con 
suero fetal de ternera y 2 Ad. € final 5 x 10  ^M fueron culti- 
vados en plaças de plâstico Corning en atmôs fera de CO2 a 1 5%. 
Cinco horas después de iniciado el cultivo, fueron infedtados 
con 10 DICT de NDV ô FPV active o termoinactivado,tanto para 
esplenocitos sensibilizados con el virus homôlogo o con el he- 
terôlogo, como para los esplenocitos procedentes de animales 
no sensibilizados.
Después de 48 horas de la inoculaciôn del virus esti- 
mulador, se hizo una toma del cultivo y, previa centrifugaciôn, 
se practicô una dialisis durante 24 horas a pH 2,5 seguida de 
otras dos dialisis de 24 horas a pH 8,5 para lograr la inactiva­
ciôn de los virus .
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El interferôn présente en el medio de cultivo de los 
esplenocitos fue titulado por el método de Dulbecco midiendo la 
reducciôn del nûmero de plaças infectadas obtenidas en cultivos 
celulares previamente' tratados con el interferôn e inoculados 
con VSV, Para la titulaciôn del interferôn obtenido en espleno­
citos murinos se utilizaron células L929, mientras que para el 
de esplenocitos aviares se emplearon fibroblastos de polio,
8.6. Inducctân de iobxe polZoi y xatonzi ccn t.cto^ona
a) Hemos administrado tilorona en el aqua de bebida 
de ratones y polios en dosis de 0,3 mg/ml, desde 10 dias antes 
de la sensibilizaciôn de animales con SRBC; cada 24 horas se 
anade un nuevo grupo de animales de forma que al final se han 
formado 10 grupos diferentes con arreglo al nûmero de dias que 
han recibido la droga, En el dîa 11 todos los grupos, mâs otro 
grupo que actuaré como testigo y que no ha recibido tilorona, 
se inmunizan con SRBC, como se ha indicado en la técnica corres­
pondiente, determinando mediante la técnica de Jerne, 96 horas 
mâs tarde, el nûmero de células productoras de anticuerpos y 
llevando también a cabo en ensayos aparté la medida de la incor- 
poraciôn de ^H-timidina,
b) Hemos seguido exactamente y en paralelo la misma 
pauta de administraciôn de tilorona con otra serie de grupos 
de ratones y polios, Transcurridos los 10 dias, estos animales 
se inmunizan con SRBC y 96 horas mâs tarde, se sangran a muerte 
determinando el tîtulo de interferôn sérico inducido por la dro­
ga estudiada,
Como justificaciôn de esta prueba hemos de recalcar 
que en nuestras primeras determinaciones al hacer la sangria a
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muerte para la obtenciôn del suero a partir del cual se habrïa 
de determinar los valores de interferôn circulante se observô 
que la eliminaciôn de la sangre producfa una baja sensible en 
el nûmero de plaças hemolîticas determinadas por el método de 
Jerne, por esta razôn la técnica a) se hizo siempre sacrifican- 
do a los animales por dislocaciôn cervical.
c) Con el fin de contar con una serie testigo de 
inducciôn de interferôn con tilorona, pero en ausencia de 
SRBC (a pesar de que en ningûn momento ha aparecido en la bi- 
bliograffa ningûn dato que. indique la inducciôn de interferôn 
por los eritrocitos, se préparé otra serie en paralelo que en 
esencia es la misma que la especfficada en b), pero prescindien- 
do de la inoculaciôn de SRBC para asî también poder controlar 
un parâmetro aje.no a las posibilidades inductoras de interferôn 
por la tilorona.
9. Titulaciones de interferôn
Consecuente con las distintas fuentes de interferôn 
obtenido "in vivo" e "in vitro" son los distintos métodos para 
la titulaciôn, tanto en suero como en cultivos celulares.
9 . / . P A - z p a ^ a c t â n  d e  p l e z a i  de  r m m b^ an a  c o A . i a l a n t o l d e . a -
Una de las técnicas aplicadas para la titulaciôn del 
interferôn présente en suero de polio nos lleva a la necesidad 
de preparar piezas de M.C.A., para ello se utilizan huevos em- 
brionados de 12 dîas que se abren en condiciones estériles por 
el lado opuesto a la cémara de aire, dando salida al embriôn y 
partes anexas por esta apertura.
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En estas condiciones, la M.C.A. ha quedado adherida 
a la câscara de huevo y se puede cortar en piezas cuadradas 
de 1 cm aproximado de lado, procurando que estas piezas conten- 
gan las zonas mâs ricas en vasos sanguineos. Se sépara la mem­
brane de la câscara, que es desechada, y aquella se lava dos 
veces en PBS, quedando ya en condiciones de ser mantenida en 
tubos preparados para tal fin con soluciôn salina de Earle.
9. Z . Tttalac.t6n cfef cnf pfiz&zntz en iazAoi d e  poilo iobftt
M.C.A.
Para este propôsito hemos puesto en prâctica el môto­
do de FULTON y ARMITAGE (1951) con piezas de M.C.A. preparadas 
segun se indica previamente.
Se establecen series de diluciones de interferôn en 
soluciôn salina de Earle al tîtulo de: 1/3, 1/5, 1/10, 1/30,
1/50 y 1/100. Para cada diluciôn de interferôn se eraplean 18 
tubos de cultivo anadiendo un ûltimo grupo que actua como con­
trol de virus. Se reparten las diluciones correspondientes de 
interferôn en los tubos de cultivo a razôn de 2 ml por tubo, 
dejando los contrôles de virus con solamente 2 ml de la solu­
ciôn de Earle e introduciendo en todos y cada uno de los tubos 
una pieza de M.C.A. Después se disponen los tubos en tambor 
giratorio inclinado con velocidad de 5 vue 1tas por minuto y se 
lleva a 37° C durante 18 horas; pasado este tiempo, se desechan 
aquellos tubos que presentan nivel bajo de metaboiizaciôn del 
medio por replegado o muerte de la membrana.
Las piezas de M.C.A. son lavadas en PBS abundante y 
a continuaciôn se reponen 2 ml de soluciôn salina de Earle con- 
teniendo 1 x 10  ^ DLE^g del virus (ND, FP, influenza y Sendai 
segun los casos). Se deja de nuevo el sistema en tambor girato-
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rio en estufa a 37° C durante 48 horas; una vez transcurrido 
este tiempo, se procédé a la toma del medio contenido en cada 
grupo de tubos.
Se obtienen asi para cada grupo de virus ensayado 2 8 
mues tras (6 diluciones mâs el grupo control de virus para cada 
uno de los tres interferones inducidos por VSV, LPS de B. meli­
tensis y LPS de P. aerugirtosa) de las que hay que determinar 
la actividad del interferôn mediante control de reducciôn del 
poder hemaglutinante de los virus mencionados.
ISAACS y LINDENMANN (1957 a, b) encontraron, segun 
resultados de sus anâlisis estadisticos, que una reducciôn de 
2 unidades logaritmicas en base 2 en el tîtulo hemaglutinante, 
indica ya un claro contenido de interferôn. Tal logaritmo estâ 
directamente relacionado con la concentraciôn de interferôn en 
la escala decimal y se define como unidad interferôn, la dilu­
ciôn de éste, que produce una reducciôn del 75% en el poder he­
maglutinante con respecto al control de virus sin tratar.
Este método exige al menos la utilizaciôn de 6 tubos 
y el câlculo de la media geométrica de los tîtulos hemagluti­
nante s alcanzados por los tubos control que no han sido trata­
dos con el interferôn. La media geométrica résulta de gran apli­
caciôn dentro del .campo de la Inmunologîa 'para calculer la me­
dia de los tîtulos: heraaglutinantes, de anticuerpos, de sueros 
interferôn, etc. cuando sus valores no se pueden distribuir nor- 
malmente pero si sus logaritmos.
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9.3. Titalaa-cân dz intzfifjtxdn en caZttvoi cziatafiti
Acudimos al método de Dulbecco, que requiere la pre­
paraciôn de cultivos celulares especîficos para cada interferôn, 
pués una de las propiedades de esta glicoproteina es precisamen- 
te su especificidad de especie. Asî pues, se preparan cultivos 
de fibroblastos para interferôn inducido sobre fibroblastos o 
sobre esplenocitos de polio y, cultivos de células L, para in­
terferôn inducido sobre las mismas células o sobre esplenocitos 
de ratôn.
El procedimiento es paralelo en su mayor parte al 
explicado para la titulaciôn viral. La titulaciôn del inter­
ferôn se efectûa en plaças Pétri de vidrio estériles, que son 
mantenidas en estufa a 37° C con 5 ml de la suspensiôn de cé­
lulas con los medios de crecimiento correspondientes para cada 
uno de los dos tipos de células empleadas. Como es habituai en 
nuestro sistema de estudio observâmes la monocapa celular al 
microscopio de ôptica invertida y aproximadamente 24 horas des­
pués de su preparaciôn, como sucede normalmente, esta monocapa 
présenta un aspecto regular y continuo.
Se preparan diluciones de interferôn en MFM ô MEM de 
mantenimiento segûn sea interferôn aviar o murino en la propor- 
ciôn de: 1/20, 1/40, 1/80, 1/100 y 1/160, respectivamente. Se 
retira el medio de crecimiento que contienen las plaças y se 
reemplaza por 5 ml de las diluciones de interferôn anteriores, 
previa distribuciôn de las plaças en grupos de cinco, segûn 
la proporciôn anteriormente citada. Dos grupos. quedan solamente 
con medio y son las destinadas a actuar como testigos, uno de 
virus y otro de células.
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Las plaças se mantienen en estufa a 37° C durante un. 
période de 18 horas; transcurrido este tiempo, se prépara una 
diluciôn de VSV (procédante de pase sobre fibroblastos o adap- 
tado en côlulas L), que contenga de 80-100 UFP. Después se re­
tira el medio que cubre la monocapa celular, que se lava abun- 
dantemente con PBS templado y se inocula cada plaça (excepto 
las que quedan como testigo de células) con 0,2 ml de la dilu­
ciôn viral. Se llevan las plaças a estufa durante un période 
de adsorciôn de 2 horas y posteriormente se lava de nuevo la 
monocapa con PBS templado. A partir de este momento la técnica 
es igual a la descrita para titulaciôn viral: recubrimiento 
con capa de agar, coloraciôn, etc. En este' caso, cuando apare­
cen las marcas o plaças infectivas, se recuentan las plaças 
Pétri tratadas con dis tin ta proporciôn de interferôn y los tes­
tigos de virus, buscando aquella diluciôn de interferôn que 
haya dado lugar a una reducciôn del 50% en el numéro de plaças 
lisadas respecto a los testigos de virus. Se admite que en esa 
diluciôn existe una unidad interferôn.
10. Titulaciôn de complemento
Para todos los ensayos hemos utilizado complemento 
de cobaya en soluciôn isotônica (obtenido comercialmente) 
previa titulaciôn de 1 mismo. Se busca en esta titulaciôn la 
"Unidad de Complemento", que es la cantidad mâs pequena de com- 
plemenho que produce hemolisis compléta, de este modo trabaja- 
remos siempre con diluciones en las que sabemos existe como 
mfnimo una unidad complemento.
Para esta deterrninaciôn es necesaria la utilizaciôn 
de suero hemolîtico anticarnero o hemolisina cuya unidad mfnima 
hemolftica es la cantidad del mismo que, en presencia de la 
dosis eficiente de complemento, produce (en 30 minutos a 37° C
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en bano maria) la lisis compléta de 0,5 ml de suspensiôn de 
hematfes al 5%.
Sabiendo que la hemolisina posee una dosis hemolfti­
ca de 0,003 se prépara la soluciôn madré, segûn indicaciôn del 
Laboratorio, con 0,1 ml de hemolisina en 1,66 ml de soluciôn 
salina.
Por otra parte, se lleva a cabo una suspensiôn de 
SRBC al 2,5% que mezclamos a partes iguales (v/v) con la he­
molisina durante 15 ninutos a temperatura ambiente. Durante 
estos 15 minutos se prépara una soluciôn de complemento al 
1/10 en un medio isotônico,como suero fisiolôgico.
Se disponen en una gradilla dos filas de tubos de 
hemolisis; en la primera fila se distribuye el complemento 
diluido en volûmenes crecientes: 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1 - 
1,2 - 1,4 - 1,6 y 1,8 ml y se anade a cada tubo la cantidad 
de soluciôn salina necesaria para completar un volûmen de 2 ml 
en cada uno de los tubos.
Se pasan 0,3 ml de soluciôn de complemento de estos 
tubos a sus correspondientes en la segunda fila anadiendo 0,2 ml 
de la mezcla hemolisina - SRBC mantenida a temperatura ambiente. 
Se prépara un tubo control con el sistema hemolîtico (hemolisina 
SRBC). Finalmente se dejan los tubos durante 30 minutos a 37° C 
en bano maria, y al cabo de este tiempo se observa en gué dilu­
ciôn de complemento aparece hemolisis compléta y por tanto con­
tiene una unidad de complemento.
También se ha seguido la misma técnica para la titu­
laciôn de 1 complemento de suero de gallina procedente de anima­
les nacidos y criados en nuestras instalaciones.
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11. Eshimulaciôn de esplenocitos sensibilizados
Para este proposito utilizamos esplenocitos proceden- 
tes de ratones Swiss de 16 - 18 gr y polios de 60 - 80 gr. pre-
Vlamente sensibili zados con NDV 6 FPV como mlembros de las fa-
milias paramixoviridae y orthomixoviridae, respectivamente.
Para la sensibilizacldn de los animales hemos utili-
4
zado 10 DICT de NDV 6 FPV que, para infeccidn en polios fueron 
previamente inactivados con BPL. La infeccidn se llev6 a cabo 
por via intravenosa.
En total, y para cada virus, y tan to en ratones como
en polios, se han hecho 5 grupos; uno de elles, que no fue in-
fectado con virus, y los otros que recibieron 1 , 2 , 3 6 4  dosis 
sensibilizantes con 7 dias de intervalo. Finalizado el tiempo 
de incubacidn de la infecciôn correspondiente, los animales 
fueron sangrados a muerte por punciôn intracardiaca y el suero 
fue utilizado en las pruebas de inhibicidn de la hemaglutina- 
ciôn.
Los esplenocitos, obtenidos segdn el procéder habi­
tuai y puestos en suspensi6n (5 x 10^ células x ml) en RPMI 1640 
con suero fetal de ternera y 2-mercaptoetanol a dilucidn final 
5 X 10 M , fueron repartidos en cantidades de 200y[(l por poci- 
llo en plaças tipo "microtiter" con fondo piano. En todos los 
casos se utilizaron très plaças, una para esplenocitos proceden- 
tes de animales sensibili zados con FPV, otra para sensibilizados 
con NDV Y otra para céluJas testigo de animales s in tratar. Des- 
pués, de forma seriada, se fueron anadiendo lOy^l de las suspen- 
clones virales (10^ DICT en fibroblastos) de NDV, FPV, FLU, Sen­
dai y 10ycl de suspensidn viral (10^ DL en rat6n) de E.E.E., 
que sirvi6 como testigo de un virus completamente ajeno a los
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mixovirus. Por otra parte, como testigos de actividad blasto- 
génica, se incluyeron series estimuladas inespecificamente con 
3 g de PHA y con 1 JKq de Con A (Concanavalina A grado III y 
Phytohemagglutinin Sigma Chem. Comp. St. Louis EE.UU) y una 
tercera serie como testigo absolute, sin virus ni estimulantes 
mltogénicos.
Las plaças de microcultivo se mantienen en estufa 
con CO2 al 5% y con humedad controlada, durante 72 horas a 
37® C. Transcurridp este tiempo el cultivo celular recibe un 
pulse de ^H-timidina de actividad 5 mCi (The Radiochemical 
Centre - AMERSHAM - Gran Bretana) (0,05 yf<Ci por pocillo) .
Se lleva de nuevo la plaça a estufa de CO^ durante 24 horas.
A partir de ese momento (96 horas en total, desde la puesta en 
cultivo), se recogen los cultives celulares con un cosechador 
de células MASH II (Microbiological Associates, BETHESDA, MD. 
EE.UU) .
Las tiras de papel (Glass Fiber filter Whatman - Gra­
de 934 AM) donde por presidn quedan marcados unos discos que 
en su superficie retienen las células son llevados a estufa a 
50° C durante 2 horas para secado. Posteriormente se van sepa- 
rando los discos que se depositan en viales de vidrio con tapôn 
de plastico con 2 ml de liquide de centelleo (Tolueno 1.000 ml 
dimeti1-POPOP 0,1 g - PPO 4 gr) .
Estes viales se introducen en otros mayores de vidrio 
con tapôn de pléstico hermético que serén los que se leeran en 
el contador de emisiones  ^ (Intertechnique - Francia) que nos 
proporcionaré el numéro de cuentas por minute (cpm) de cada uno 
de los cultives preparados.
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12.- Tratamiento de polios y ratones con interferdn ex6qeno
Como interferones exdgenos para los ratones se han 
utilizado los preparados por induccidn con NDV y los LPS de 
B. melitensis y P. aeruginosa sobre células L y como interfe- 
rones para, los polios se han utilizado los inducidos por NDV 
y LPS de B . melitensis y P. aeruginosa sobre fibroblastos de 
embrién de polio.
ûistinguimos dentro de la misma técnica dos aparta-
dos :
1) Tratamiento de ratones con interferén exégeno.
Hemos administrado los interferones por via intramus­
cular utilizando dosis ûnicas de 500, 1.000 y "L.500 Ul/10 gr 
de peso vivo a razdn de 1 ml repartido en dos inyecciones si- 
multâneas de 0,5 ml en las zonas museulares de las extremida- 
des pos teriores.
El tratamiento tiene lugar desde 20 dias has ta 1 din
antes de la inmunizacién de los animales con SRBC.
2) Tratamiento de polios con interferôn exégeno
Es tos polios son sometidos al mismo tratamiento que 
el mencionado en el caso de los ratones recibiendo las dosis
de interferôn aviar de 500, 1.000 y AL.500 Ul/10 gr de peso vivo
por la misma via.
En ambas especies animales, transcurridos cuatro dias 
después de la inmuni zacién con SRBC se ha procedido a la prepa- 
racién de esplenocitos para realizar la técnica de Jerne y la 
medida de la blastogénesis por incorporacién de ^H-timidina en
16;
la sfntesis cie DNA segun se indicé en el apartado 11 de técni-
cas.
13. Tratamiento in vitro de esplenocitos aviares y murinos con 
interferôn.
a) Se han inmunizado ratones y polios con SRBC y des- 
pués de 96 horas se lleva a cabo la preparaciôn de esplenocitos 
hasta obtener la suspensiôn en soluciôn de Hanks de 2 x 10^ es- 
plenocitos/ml, que se reparte en una serie de tubos estériles 
que contendrân cada uno 1 ml de dicha suspensiôn.
b) Paralelamente se preparan diluciones de interferôn 
con un résultante final de 500, 1.000 y 2.500 Ul/ml.
Para los esplenocitos de ratôn se ha utilizado el 
interferôn inducido en células L 929 por NDV y los dos LPS 
mientras que para los esplenocitos procedentes de polios se 
ha empleado el interferôn producido en fibroblastos de polio 
con los mismos inductores.
La suspensiôn de esplenocitos preparados segûn se 
indica en a) recibe 1 ml de interferôn preparado segûn b) y 
se hacen contactes variables de 1 a 10 horas a 4° C. Pasados 
estos tiempos de contacte se hace très la vados (por centrifuga- 
ciôn) de los esplenocitos con soluciôn Hanks para eliminar el 
interferôn.
c) Se hace una nueva suspensiôn de esplenocitos en 
soluciôn Hanks efectuando un recuento para ajustar la suspen­
siôn a 1 X 10 células continuando en este momento la técnica
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de Jerne y la deterniinaciôn de la blastogénesis Inducida por 
mitôgenos determinada por incorporaciôn de ^H-timidina en la 
sîntesis de DNA segûn se indicé em el apartado 11 de Técnicas
IV. RESULTADOS
De acuerdo con nuestro protocole experimental hubimos 
de realizar una serie de ensayos previos que habrfan de détermi­
na r unos parâmetros bésicos para cada sistema biolôgico de en- 
sayo; asi estudiamos las curvas de viabilidad de las células 
empleadas en los cultivos de tejidos, vitalidad de la membrana 
corioalantoidea, termoestabilidad viral y también la actividad 
biolôgica del NDV, FPV, influenza y Sendai en fibroblastos.
1. Estudios previos de los sistemas biolôgicos de ensayo
Estos experimentos comprenden dos niveles segun se 
refieran a células huesped o a los virus :
1.1. V.('aby.lXdad ij 4 ape-iv cu&ncf a. dt ^.cb^oblai to6 dz potto
Nuestro objetivo fue determinar el nûmero de células 
vivas présentés en funciôn del numéro de horas transcurridas 
desde la puesta de las células en cultivo. Para efectuar el 
recuento de las células en cultivo, se trataron con tripsina 
para separar el cultivo del vidrio yse lavaron con PBS (mediante 
centrifugacidn), se suspendieron en PBS y tiheron con colorante 
vital, reali zando el recuento celular cada 12 horas.
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Los resultados expresados en la Fig. 10 ponen de ma- 
nifiesto très partes dentro de la curva; una primera, que com- 
prende las primeras 12 horas en la que se observa la poca es- 
cabilidad del cultivo celular durante este période; hecho évi­
dente ante la gran dispersiôn de resultados en los recuentos 
efectuados, que queda confinnado por la observaciôn al micros- 
copio de ô|)tica invertida. En esta fase aparece el epitelio ce­
lular discontinue formado por células muy redondeadas, unas que 
fletan en el medio que se eliminarân en el lavado y otras que 
se fijarian posteriormente al epitelio. También existen zonas 
de acûmulos celulares. En la observaciôn de 24 horas, las cé­
lulas fle tantes van desapareciendo y las lagunas epi teliales 
van quedando cubiertas por células que adquieren poco a poco 
una forma prismâtica.
En la segunda parte de la curva, période comprendido 
entre las 36 horas y el cuarto dfa, los resultados van siendo 
menos disperses, principeImente en las 48 horas después de la 
preparaciôn del cultivo celular; este hecho, parece indicar 
que el cultivo ha llegado a su méxima es tabilidad, le que tam­
bién queda confirmado tras la observaciôn (al microscopio) de 
un epi telio completamente cubierto por células que crecen en el 
sentido del eje mayor y que adopta formas triangulares y acicu- 
lares muy alargadas, tfpicas de los fibroblastos.
Finalmente, la tercera parte de la curva indica nueva- 
rnente una dispersiôn de datos y disminuciôn en el recuento efec- 
tuado; es to coincide con la degeneraciôn del cultivo celular 
observada al microscopio, y pone de manifiesto unas células te- 
dondeadas de aspecto rugoso que poco a poco se van desprendiendo 
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El viraje de color del medio de mantenimiento hacia 
un tono amari lien to indica una acidif icacidn del n\ismo a con- 
secuencia del metabolismo celular, este hecho coincide con la 
progresiva degeneraciôn del cultivo observada al microscopio de 
ôptica invertida.
1.2. IZ-iab-c Aidad g ^supe/iv c.vewcr.a de célula-i L
Las células L preparadas para su cultivo, tal y como 
explicamos en Material y Métodos, son observadas al microscopio 
de éptica invertida cada 12 horas a partir del momento de su 
preparaciôn.
La primera observaciôn pone de manifiesto un gran nu­
méro de células flotantes en el medio de crecimiento celular 
trente a una pequena proporciôn de células con formas redondea­
das fijadas a la pared del frasco de cultivo.
Transcurridas 24 horas a partir del momento de la pre­
paraciôn del cultivo celular, podemos observer una gran disminu­
ciôn en el nômero de células flotantes en el medio celular, pre- 
sentandose un epitelio con pequehas lagunas desprovista"s de cé­
lulas que presentan formas poligonales diverses y dejan algunos 
espacios intercelulares.
La observaciôn realizada después de 36 horas de prepa­
raciôn, puso de manifiesto un epitelio continue précticamente en 
su totalidad, que,"a las 72 horas se présenta totaImente cubier­
to por quedar las células perfectamente adosadas unas a otras.
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Cuando el epitelio présenta el aspecto descrito, se 
élimina el medio de crecimiento y se reemplaza por medio de 
mantenimiento.
La observaciôn diaria de los cultivos al microscopio 
de ôptica invertida nos indicô que este tipo de cultivo celular 
permanecia inalterable durante un période muy prolongado de 
tiempo, con lo cual consegüimos que al multiplicarse cada 3 
dias las células L podiamos disponer de très frascos de células 
hijas por cada frasco original.
1.3. Vltatldad dz La me.mbA.ana coA.-caZanto^dea
Al igual que estudiamos la viabilidad de los fibroblas­
tos y células L comprobamos si la vitalidad de la M.C.A. era su- 
ficiente para constituir un buen sustrato celular para la multi- 
plicaciôn de los virus y poder asi determinar la actividad de 
ciertos interferones. Con este propôsito determinamos, cada 12 
horas,' la vitalidad de los fragmentes de membrane, preparando 
para elle très grupos de tubos pirex con piezas de M.C.A. sus- 
pendidas en soluciôn de Earle manteniendo el total de tubos a 
37° C en tambor giratorio.
En el primer grupo se observô el estado macroscôpico 
de los fragmentes en cuanto a superficie y estado de los vasos 
sangüfneos. Transcurrides 4 ô 5 dias a partir de La fecha de 
preparaciôn pudimos observer que la superficie de las piezas 
presentaban unas rugosidades visibles macroscôpicamente y con 
los bordes replegados sobre si mismo. Por otra parte, los vasos 
sangüfneos han perdido su color rojizo presentando un aspecto 
pardo oscuro. Sobre las membranas del segundo grupo de los pre-
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parados se realizô una tinciôn con colorante vital (rojo neutro) 
y, transcurrido el mismo tiempo que el mencionado en el primer 
grupo, pudimos observar que las piezas ya no tomaban el colo­
rante vital.
En el tercer grupo, y tras un cambio del medio Earle 
a pH neutro, se observa la acidificaciôn del mismo debida al 
metabolismo celular. El pH del medio no varia después de las 
12 horas posteriores al cambio correspondiente a las 4 8 horas, 
indicando la ausencia de metabolismo celular.
En resûmen, y tras este conjunto de observaciones, 
pudimos comprobar que la M.C.A. era un buen sustrato celular 
para la multiplicacién de los virus entre las 12 y 36 horas, 
période en el que pensabamos realizar nuestros expérimentes.
1.4. Actividad b io tC'glca dit MPI/, FPU, Zn^ luznza. q Sznda-L en 
i^b aoblai toi .
Es tos resultados tienen como base unas experiencias 
realizadas por nosotros (Tesis de Licenciatura, 1976) y de 
ellas se deducen las condiciones éptimas de trabajo que fueron 
convenientemente confirmadas y ampliadas para el virus Sendai 
en esta investigacién. Con ello se demostré que las dosis vira­
les infectivas éptimas para cultivos de tejidos (DITC) es de 
lo'^  para todos los mixovirus empleados. A modo de ejemplo se 
muestran diverses grados de destruccién celular por la accién 
del FPV (Figs. 11, 12, 13 y 14)
1.5. Tcamo s cm ib i f <' dn d v ( lal
Conocido el hecho de que los virus suspendidos en me­
dio nutritivo s in células vivas son incapaces de multiplicarse
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&
Fig. 11.- Aspecto normal de fibroblastos de embrién de polio
ft
ê
Fig. 12.- Fibroblastos de embrién de polio 2 4 horas después 
de la infeccién con FPV (10^ DICT) (aumento 150 x)
171
Fig. 13.- Fibroblastos de embriôn de polio 36 horas dfespués 
de la infeccién con FPV (10^ DICT)
Fig. 14.- Fibroblastos de embriôn de polio 48 horas después 
de la infeccién con F^V (10^ DICT) (aumento 150 x)
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y sufren una inactivaciôn por la temperatura, determinamos la 
pérdida del poder citopâtico de los cuatro virus empleados 
(ND, FP, influenza y Sendai) determinando al mismo tiempo su 
poder hemaglutinante cuando manteniamos taies virus a una tem­
pera tura de 37° C en medios de mantenimiento a pH 1,2 (es nor­
mal al empezar los experimentos con cultivos celulares) y a pH 6 
(final del medio de cultivo celular después de 96 horas tal y 
como habfamos obseryado previamente).
La Fig. 15 nos muestra los resultados obtenidos con 
el NDV. En ella observâmes, en cuanto al poder infective, que 
éste disminuye dentro de las primeras 2 4 horas aproximadamente 
de 3 a 5 unidades logaritmicas a pH 7,2 mientras que la dismi- 
nucién es de 7 a 9 unidades logaritmicas a pH 6. La actividad 
infectiva medida por su poder citopâtico desaparece en 48 horas.
En cuanto al poder hemaglutinante del virus estudiado, 
observâmes que éste sufre un descenso del titulo desde 128 uni­
dades HA hasta 64 - 32 dentro de las 24 horas, permaneciendo 
constante a partir de este momento hasta el final del experimento
El comportamiento de virus FP queda refiejade en la 
Fig. 16, en ella apreciamos que el poder infectivo sufre un des-. 
censo dentro de las primeras 24 horas, que es de 2 a 4 unidades 
logaritmicas a p H 7 , 2 y d e 6 a 7 , 5  unidades a pH 6, observândose 
igualmente la inactivacién compléta a las 48 horas.
El titulo hemaglutinante sufre un descenso desde 512 
unidades HA hasta 256-128 en la primera determinacién, permane­
ciendo constante a partir de la misma.
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La Fig. 17 muestra los resultados obtenidos con el 
virus influenza, en ella observâmes que el comportamiento vi­
ral es anâlogo en ambos pU, teniendo lugar un fuerte descenso 
del poder citopâtico dentro de las primeras 24 horas que es 
de unas 7,5 a 9,5 unidades logaritmicas. En este caso, también 
ocurre inactivacién total a las 48 horas.
El titulo hemaglutinante fue de 64 unidades HA hasta 
32 - 26 en la determinacién efectuada a las 24 horas, permane­
ciendo después constante hasta el final del experimento.
Finalmente, la Fig. 18, en la que queda reflejado el 
comportamiento del virus Sendai, indica que este virus responds 
al experimento exactamente igual que lo hizo el NDV.
2. Induccién de interferôn en polio
Como se indica en el protocole experimental estes 
estudios de induccién se han efectuado sobre células normales 
y en animales previamente sensibilizados por virus inactivados 
con el fin de conocer el posible efecto de estes tratamientos 
previos sobre la inducciôn de interferôn; ello vendrfa a equi- 
va1er a una respuesta secundaria en un comportamiento inmuno- 
bio Lôgico.
2.1. l nduccLÔn en condcccomi yiofimalzi
Para estas experiencias cabe censiderar dos tipos de 
variables condicionadas f>or la naturaleza de la célula produc- 
tora y del inductor, ya que como se puede ver en el Cuadro V 
hemos realizado experiencias "in vivo" sobre polios e "in vitro' 
sobre fibroblastos y esplenocitos empleandose como inductores 
virus, endotoxinas y tilorona.
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HEMAGLUTINANTE DEL VIRUS INFLUENZA EM MED10{;;H ZZ y pH5)SIN
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Es prociso senalar que en la inducciôn con VSV y en--
dotoxinas sobre polios "in vivo" se obtuvieron titulos muy ba-
jos; ello puede producirse por un lado por una débil capacidac 
inductora del virus, y por otro por el tipo de titulaciôn emplea­
do ya que se utilizô el mëtodo de valoraciôn de disminuciôn de 
la capacidad hemaglutinante de mixovirus multiplicados sobre 
M.C.A. segûn se puede ver en los Cuadros VI, VII y VIII y en 
las Figs. 19, 20, 21 y 22 que corresponden graficamente a los 
resultados obtenidos numericamente.
Tan sôlo présentâmes très cuadros,como ejemplo, omi- 
tiendo otros nueve cuadros (reducciôn de la hemaglutinaciôn de 
FPV, influenza y Sendai con los très interferones obtenidos 
en cada inductor) por considerar suficienternente aclarado el 
tratamiento matem-Ttico llevado a cabo.
El Cuadro VI représenta el titulo hemaglutinante
alcanzado por el virus ND cuando el inductor de interferôn es
el VSV y observâmes que el tanto por ciento de inhibiciôn de 
la hemaglutinaciôn va desde 99,55% hasta 45,55% para las dilu­
ciones 1/3 y 1/100, respectivamente, produciendose en las dilu­
ciones intermedias valores que también son intermedios de inhi­
biciôn.
A la vis ta de es tos resultados hemos determinado a 
qué diluciôn corresponde el 75% de reducciôn en el tftulo 
hemaglutinante, ya que segûn se mencionô en Material y Métodos, 
puede definirse como unidad interferôn, la diluciôn de éste 
que es capaz de producir una reducciôn del 75% en el poder he­
maglutinante, comparado con el control de virus s in tratar.
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El Cuadro VII recoge los tîtulos hemaglutinantes 
a lean zados por el NDV enfrentado al interferôn inducido por 
LPS de B. melitensis y en él observâmes que la unidad inter­
ferôn (75% de reducciôn) corresponde a una diluciôn compren- 
dida entre 1/5 y 1/10.
El Cuadro VIII représenta igual determinaciôn que 
las anteriores enfrentando el NDV al interferôn inducido por 
LPS de P. aeruginosa. Observâmes unos valores de inhibiciôn 
que van desde 98,16% a 17,59% para las diluciones 1/3 y 1/100 
respectivamente. Asf, observâmes que la reducciôn 75% estâ lo- 
calizada entre las diluciones 1/30 y 1/50 que determinaremos 
en el cuadro correspondiente.
Las figuras que siguen representan la reducciôn del 
tftulo hemaglutinante de los virus ND (Fig. 19), Sendai (Fig. 20) 
FP (Fig. 21) e influenza (Fig. 22) multiplicados en M.C.A., en- 
frentados con distintas diluciones de interferôn inducido por 
VSV y los LPS procedentes de B . melitensis y P. aeruginosa y 
la localizaciôn de la diluciôn correspondiente al 75% de reduc­
ciôn en el tftulo hemaglutinante como ya hemos explicado en la 
literatura sobre los cuadros anteriormente presentados.
En la Fig. 19, trente al NDV, encontramos la unidad 
interferôn a las diluciones 1/59,9, 1/5,1 y 1/22,9 para el
VSV, LPS de B. melitensis y LPS de P. aeruginosa, respectivamente
\
Igualmente en la Fig. 20 con el virus Sendai, aparece 
1 unidad interferôn en las diluciones 1/42,4, 1/5,1 y 1/33,2
para los inductores antes mencionados y en el mismo orden.
184.







DILUCION SUERO SANGUINEO INTERFERON
Fig, 19.- Determinacldn de la U interferdn por el método 
de disminucidn de la actividad hemaglubinante 
del virus ND.
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01LUCION SUERO SANGUINEO INTERFERON
Fig. 20.- Determinacidn de la U interferdn por el método 
de disminucidn de la actividad hemaglutinante 
del Virus Sendai.
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01LUCION SUERO SANGUINEO INTERFERON
Fig. 21.- Determinaci6n de la U interferôn por el método de 
disminucidn de la actividad hemaglutinante del 
virus FP.
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DILUCION SUERO SANGUINEO INTERFERON
Fig. 22.- Determinaciôn de la ü interferdn por el método 
de dlsminucién de la actividad hemaglutinante 
del virus influenza.
Por otra parte y para el FPV, Fig. 21, encontramos 
las diluciones 1/35,4, 1/3,6 y 1/21,7 donde aparecen las res­
pectives unidades interferones de los tres inductores habitua­
tes en nuestro trabajo y en el orden ya expresado.
Para terminer, en la Fig. 22 y con el virus influenza, 
hemos determinado las diluciones 1/181,9, 1/18,5 y 1/31,4 como
aquellas que contienen la unidad interferdn buscada para cada 
inductor de interferôn estudiado .
Una vez conocidos los resultados de todos estos 
experimentos previos pareciô obligatorio utilizar en los suce- 
sivos ensayos NDV como agente inductor viral y dosis mâs altas 
de endotoxinas (1 en lugar de 100 ng) y acudir a los métodos 
"in vitro" como el tantas veces citado de Dulbecco. Presen tamos 
en las Figuras 23, 24, 25 y 26 algunos ejemplos de marcas infec- 
tivas obtenidas utilizando dicha técnica. Los interferones ob- 
tenidos por este método fueron concentrados por Carbovax o a 
través de membranas de Amicén hasta alcanzar titulos de 500,
1.000 y 2.500 U interferén que precisabamos para experiencias 
sucesivas.
Z.2. I nduccZân en izn^lbll-Lzadai
Con este propos1 to estudiamos la induccién "in vitro' 
sobre esplenocitos procédantes de polios previamente sensibili- 
zados "in vivo" con NDV o FPV, inactivados con BPL, y con 1, 2,
* Las Fig. 19 a 22 han sido obtenidas utilizando un ordenador 
PPD-11/10 con pantalla TEKTRONIX 4010-1, Hard Copy Unit 4631
** Agradezco a mi marido D. Santiago Romero Vives por la reali- 
zaciôn de las grâficas obtenidas en ordenador PPD-11/10
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Mnrcas infectivas sobre fibroblastos segun la técnica de 
Dulbecco pai'a la titulacién de interferon inducido, en 
esle caso, p'or NDV; utilizando el VS como virus in ter ferido
Fig. 2 1.- Testigo de flbroblastos infectados con VSV pero 
sin tratar con interferén.
Fig. 24.- Reduccion en el ndmero de marcas infectivas por la 
accién de una determinada dilucién de interferén.
190
Fig. 25.- Reduce!6n en el numéro de marcas infectivas por la 
accidn de una determinada dilucidn de interferôn 
distinta de la utilizada en la figura 24.
4
Fig. 26.- Testigo de células no infectadas
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3 6 4 dosis de sensibilizaci6n en intervalos semanales. Este 
tipo de experimentos se realizan utilizando como virus estimu- 
lantes inductores las mismas cepas NDV y FPV que hablan sido 
termoinactivadas (Fig. 27) o no (Fig. 28).
Como se puede ver en estos resultados hemos acudido 
a realizar inducciones cruzadas con el objeto de tener una idea 
de la interrelaciôn que existe entre ambos tipos de virus (para- 
u orthomixovirus) en su papel de inductores. Llama la atencidn 
la potenciaciôn que se alcanza cuando se emplean como estimu- 
lantes de la induccidn los virus termoinactivados, obteniéhdo- 
se sierapre titulos raâs altos cuando se utilizan los virus hom6- 
logos al que sirvi6 para la sensibilizaci6n estando en relacidn 
directe con el numéro de dosis sensibilizantes.
A la vis ta de estos resultados oans jderamos de gran 
interés conocer el posible efecto estimulador de los agentes 
virales sobre los esplenocitos de polios sensibilizados con 
FPV y NDV entrentando estos esplenocitos as( sensibilizados, 
con FPV e influenza (orthomixovirus), con NDV y Sendai (para- 
mixovirus) , ahadiendo a la prueba un virus completamente ajeno 
como es el encefali tico equino Este (arbovirus) . En el Cuadro 
IX (correspondiente a la tercera dosis sensibilizante) observa- 
mos el efecto de los antigenos virales sobre esplenocitos de 
polio sensibilizados con NDV y FPV inactivados comprobando que 
la Con A produce estimulaciones mayores que la PHA tanto para 
esplenocitos sensibilizados con NDV y con FPV, como para tes ti- 
gos s in sensibilizar. Los valores testigo s in es timulante son 
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Por otra parte, observando los valores indlcados 
de la parte superior del cuadro encontramos cifras en caractères 
diferentes; los subrayados corresponden a la estimulacidn homo- 
tfpicn pura (NDV para NDV y FPV para FPV) y otros sin subrayar 
que podemos considerar homotfpica simple (Sendai para NDV 
pararaixovirus; influenza para FPV- orthomixovirus}. Para la 
es tirnulacidn homotfpica pura nos encontramos, den tro de valo- 
'res mSs altos que en el resto, con la diferencia de que el es - 
timulante NDV atenuado origina una mayor incorporaciôn de 
timidina (6 veces) que cuando actua en estado activo (1,7 veces) 
en relacidn a los contrôles sin sensibilizar; otro tanto suce- 
de con el homotfpico simple Sendai (5,2 y 1,5), La reaccidn he- 
terotfpica con los orthomixovirus ha dado estimulaciones que 
varian entre 3,4 a 1,7, pero estos valores no son muy demostra- 
tivos, dado que el FEE ha dado valores de 2. Si examinâmes los 
va lores de FPV nos encontramos estimulaciones homotfpicas puras 
de 13,5 y 8,5 (virus inactivado y virus activo), la simple de 
4,2 a 3,4 (influenza inactivado y activo) sucediendo con los 
virus heterotfpicos y con el EEE lo mismo que ocurre en el caso 
de NDV.
2.2.1. P - t m b a i  de. neatKallzacZôn c^uzada tntxz hlVV.. 
y FPV en célulai i en6^bF.tlzada6
Finalmente, como una experiencia complementaria, 
para conocer el grado de sensibilizaci6n de los esplenocitos 
aviares por estos virus (ND y FP) y para determinar su compor- 
tamiento ante el poder infectivo de ambos virus cuando se dé­
termina este poder tomando como inôculo infective el medio de 
mantenimiento del cultivo después de centrifugacidn y determi- 
nandola sobre flbroblastos la DICT^q . En este caso, se realiza- 
ron también experiencias cruzadas de cuyos resultados obtenidos
196.
da idea la Fig. 29 en la cual quedan reflejadas las DICT^q 
sobre flbroblastos de embridn de polio. En la parte de la 
derecha de la figura que nos ocupa vemos que el virus se 
ha multiplicado hasta valores por encima de 1 log. con arre- 
glo al indculo inicial; mientras que en el centre e izquierda, 
que corresponden a valores obtenidos sobre esplenocitos sensi­
bilizados con FPV y con NDV respectivamente, nos encontramos 
que una dosis de sensibilizacidn (7 dias) no impide la multi- 
plicacidn del virus tanto homdlogo como hAterdlogo,en tanto 
que 2 dosis (14 diaS") dan lugar a valores m5s bajos que el
del indculo. En la parte central del histograma, a partir,
de 3 dosis de FPV (21 dias), se observa una neutralizacidn 
compléta del virus medido, mientras que el NDV continua pre­
sen tando valores superiores al indculo. En la parte de la iz­
quierda sucede lo mismo pero con relaciôn al NDV, mientras que 
el FPV continda en altos valores infectivos.
3. Induccidn de interferôn en ratôn
Con propôsitos comparât!vos entre dos especies anima­
les, cuya organizacidn del sistema inmune es diferente, hemos 
realizado sobre ratôn el mismo tipo de experiencias anterior- 
mente descritas. También en este caso seguimos la misma pauta 
senalada en el protocole para conocer el efecto de la sensibili- 
zaciôn previa con virus activo de los animales donadores de 
los esplenocitos.
5.1. I nduccZân en coiad.cctone6 no^maZzi
En primer lugar determinamos los niveles de induccidn 
tanto "in vitro" como "in vivo" utilizando como inductores NDV, 
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1.1. I nducc-cân pn.tvia 6 dn6-Cb-i.ii.zacl6n poK. NPV ij FPV
Al igual que en polios, también quisimos comprobar 
el efecto de la virus sensibilizacién previa para la induccidn 
de interferôn en esplenocitos con virus estimulantes inductores 
termoinactivados (Fig. 30) o no (Fig. 31).
En la Figura 30 observamos que, comparando con los 
contrôles una dosis ûnicà de sensibilizaciôn (tanto con NDV 
como con FPV) conduce a una respuesta interferôn ligeramente 
inferior a la alcanzada cuando los ratones no han sido sensi­
bilizados. El numéro de unidades interferôn determinadas ha - 
aumentado progrèsivamente en relaciôn directa con las dosis 
de sensibilizaciôn, comprobando que los valores son casi tres 
veces mayores cuando se trata de esplenocitos procédantes de 
animales sensibilizados con el virus homôlogo, si bien estos 
valores son también altos.para el heterôlogo en comparaciôn 
con los valores obtenidos en esplenocitos sin sensibilizar.
Cuando estudiamos la inducciôn de interferôn sobre 
esplenocitos murinos procédantes de ratones sensibilizados 
con NDV y FPV, empleando virus estimulantes activos vemos que 
los resultados son paraielos -aunque ligeramente inferiores- 
a los obtenidos con estimulantes termoinactivados; pudiendose 
observar que aparecen valores del doble de unidades, especial- 
mente cuando se trata de esplenocitos procedentes de animales 
sensibilizados con el virus homôlogo. Utilizando como es timu­
lante virus inactivado o no, siempre se ha obtenido un mayor 
rendimiento en interferôn utilizando como inductor estimulante 
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Por Oltimo en este grupo de ensayos tambidn se ha 
comprobado el efecto de la sensibilizacidn viral previa 
sobre esplenocitos de ratdn, utilizando como estimulante 
orthomixovirus (FPV e influenza) y paramixovirus (NDV y Sen­
dai) y arbovirus (EEE) . Los resultados obtenidos se expresan 
en el Cuadro XI, donde observamos que, la Con A origina valo­
res mas altos que la PHA tanto en esplenocitos sensibilizados 
con NDV y FPV, como con testigos sin sensibilizar. Asf emplean­
do los mismos caractères tipogrfficos y subrayando como se hizo 
en el Cuadro IX (correspondiente a la tercera dosis sensibili- 
zante) para sehalar las diferencias comprobamos haciendo una 
relacidn con los valores obtenidos en esplenocitos sin sensibi­
lizar, que la sensibilizaciôn homotfpica pura para NDV de valo­
res de 28 y 25, y para la homotfpica simrble de 16 a 6,5, siempre 
a favor de los virus estimulantes activos mientras que para la 
heterotfpica encontramos valores extremes entre 11,7 (influenza 
activo) y 4 (FPV inactivado) con valores siempre por debajo del 
1,5 para EEE.
En cuanto al FPV podemos observer sensibilizaciones 
homotfpicas puras de 16,7 y 10 (para activo e inactivado res- 
pectivampnte) y para la simple de 11,7 y 7,5; este también a 
favor de los virus estimulantes activos, mientras que para la 
heterotfpica encontramos valores de 7,5 (NDV activo) y 4,1 (NDV
inactivado) y para el Sendai activo de 5 frente al valor 4 del
inactivado; en cuanto se refiere al virus EEE aparecen valores








4. Accidn del interferôn "in vivo” sobre la respuesta inmune 
en polio y rat6n
Este estudio se realize a dos niveles segun que los 
dates se refieran a las fases previas de la inraunorespuesta 
(blastogénesis) o a los estudios finales mediante determinaciôn 
de células formadoras de IgM, ambos sobre polio y ratdn con el 
fin de poder conseguir un criterio comparative.
En el primer caso, a pattir de los bazos de los ani­
males inmunizados primarlamente con SRBC y que habian recibido, 
o no tratamiento con dis tintas dosis de interferôn, se prepara- 
ron las suspensiones de esplenocitos para someterlas al proceso 
de estimulaciôn biastogënica con PHA y Con A.
En estas condiciones se estudiaron las variaciones 
en la incorporaciôn de ^H-timidina producidas por distintes 
tratamientes previos de interferôn desde 20 a 2 dias antes de 
la inmunizaciôn primaria con SRBC. En las figuras que siguen 
se recogen los resultados obtenidos con polios sometidos a 
tratamiento con interferôn inducido por NDV (Fig. 32) o por 
endotoxinas de B. melitensis (Fig. 33) y de P. aeruginosa 
(Fig. 34). :
La Figura 32 muestra por una parte que la estimula- 
ciôn blastogénica estâ mas favorecida cuando el mitôgeno emplea- 
do es la Con A, si bien, los resultados son proporcionales para 
ambos mitôgenos. Obsiervamos que siendo siempre los valores mas 
bajos que los obtenidos en testigos, para las tres dosis estu- 
diadas 500, 1.000 y 2.500 U interferôn/10 gr de peso vivo, apa- 
rece una mayor biastogénesis con 500 unidades interferôn siendo 
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tro de las 6 primeras determinaciones, pues las dosis 500 y
1.000 U interferôn igualan su acciôn sobre la blastogônesis
a partir del dîa 14 de intervalo de administraciôn entre inter­
ferôn y SRBC. En cuanto a los dfas de tratamiento vemos que a 
intervalos cortos de tiempo entre administraciôn de interferôn 
e inmunizaciôn, desde 2 hasta 10 dias, los valores de incorpo- 
raciôn de timidina se acercan segun aumenta el intervalo de 
tratamiento, a partir del dia 10 y hasta el final del experi- 
mento, dia 20, la cantidad de ^H-timidina incorporada adquiere 
un valor mâximo y aproximadamente igual para cada una de las 
concentraciones de interferôn empleadas. La dosis 2.500 U in­
terferôn présenta un valor de blastogénesis muy similar den tro 
de los 10 primeros dias de intervalo para sufrir un ligero des- 
censo entre los 14 y 16 dias y una recuperaciôn, con valores 
similares a los primeros mencionados, en los dos ûltimos inter­
valos de 18 y 20 dias independientemente de la lectina empleada.
La Fig. 33 indica también una mayor blastogénesis 
con el mitôgeno Con A, aunque como en el caso anterior, podemos 
decir que los resultados expresados a ambos lados del cuadro 
son superponibles proporcionaImente. Teniendo en cuenta esta 
observaciôn comprobamos que en esta ocasiôn a las dosis 500 y
1.000 U interferôn les corresponden, salyo muy ligera excepciôn, 
la misma cantidad de ^H-timidina incorporada, siendo la dosis
2 .500 U interferôn la que proporciona valores menores . Con res- 
pecto a los dias de intervalo de tratamiento entre administra­
ciôn de interferôn e inmunizaciôn observamos que en este caso 
hay un ligero aumento progresivo entre el intervalo 1 y 12 a 
partir del cual los valores permanecen mas o menos iguales .
209 .
Finalmente con el interferôn inducido per LPS de 
P. aeruginosa, Fig. 34, vemos que el mitdgeno Con A da lugar 
a valores mayoren de blastogénesis que la PHA; que la dosis 
500 U interferdn a lean za también niveles mayores que las otras 
dos dosis aunque se Iguala con la de 1.000 U interferdn a par­
tir de 1 dfa 10 para el mitdgeno PHA y del dfa 14 para la Con A 
y que también en este caso, con respecto a los dîas de interva- 
lo de tratamiento recibido, hay un aumento lento y progresivo 
de incorporacidn de ^H-timidina has ta que en el dîa 14 aproxima- 
damente se llega a un valor de biastogénesis mâximo y constante 
has ta el final del experimento.
Igualmen te se realizaron este tipo de expérimentes 
con esplenocitos de ratdn y en las Figs. 35, 36 y 37 se deta- 
llan los resultados obtenidos en presencia de interferdn exd- 
geno obtenido con los mismos inductores anteriormente citados
En la Fig. 35, se presentan los resultados alcanzados 
con el interferdn inducido por el NDV. También en este caso el 
mitdgeno Con A alcanza valores mayores de blastogénesis que el 
PHA. Respecto al resto de la grâfica, los resultados son propor- 
cionales, se alcanza el mayor numéro de cuentas cuando el trata­
miento con interferdn tiene lugar 10 dias antes de la inmuniza- 
ci6n man ten iendose constante a partir de este momento hasta el 
dîa 20 de administraciôn.Las cuentas son mayores cuando la dosis 
adminis trada es de 500 U interferdn /lO gr de peso vivo, siendo 
la mener la correspond! en te a las 2.500 U inter ferdn..
En el periodo comprendido entre 2 y 10 dias, la blas­
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La Fig. 36 que resume los resultados alcanzados 
cuando el interferdn es el inducido por LPS de B. melltensis 
muestra que también en este caso la blastogénesis es mayor 
cuando el mitdgeno utilizado es la Con A, siendo proporciona- 
les los resultados para ambos. En esta ocasidn, los valores 
aumen tan paulatinarnen te entre 4 y 10 dias alcanzando el mâ- 1 
ximo valor en este momento y manteniendose mâs o menos cons­
tante hasta el ultimo dia de la administracidn. |
Las dosis administradas muestran una diferencia de , 
cuentas claramente manifiesta hasta el dIa 8 de tratamiento, 
sobre todo en el caso de las 2.500 U interferdn,sin embargo, 
a partir del dia 10, las dosis 500 y 1.000 U interferdn se 
igualan practicamente en su accidn sobre la blastogénesis.
Cuando el interferén es el procedente de LPS de 
P. aeruginosa y como en los casos anteriores, la blastogéne­
sis es mayor cuando el mitégeno es la Con A. Por otra parte, 
como observamos en la Fig. 37, también encontramos a partir 
del dia 4 y hasta el 10, un aumento progresivo del numéro de 
cuentas, que sp mantiene constante hasta el final del experi- 
mento.
Al igual que con el LPS procedente de B . melitensis, 
las dosis 500 y 1 .000 U interferén se igualan prifcticamente a ' 
partir del dia 14 do tratamiento, s in embargo, la de 2 .500 U 
interferén arroja unos valores bas tan te inferiores a los alcan­
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En cuanto a la ultima fase de la inmunorespuesta me- 
dida como % de reducciCn de PFC cuando se administran las mismas 
dosis de interferôn inducido por virus o endotoxinas fue preciso 
realizar unas experiencias previas que nos orientaron sobre el 
nivel de respuesta en funcidn de la dosis de indculo antigénico 
(Fig. 3 8) y de la proporcidn de complemento aviar-cobaya que 
daba mejores resultados por hacer patente la apariciôn de plaças 
hemoliticas (Fig. 39), que nos indicaron que una dosis de eri- 
trocitos de 8 X 10^ era suficiente para conseguir una inmuniza- 
cidn satisfactoria as! como que la proporcidn de complemento 
aviar y de cobaya debfa estar en la relacidn 1 a 4 respectivamen- 
te, en efecto en cuanto a la cantidad de complemento utilizado 
en la técnica de Jerre, hemos de aclarar que en un principio 
hicimos pruebas empleando sdlo complemento de cobaya como en el 
caso de los ratones, los resultados negativos nos llevaron a de- 
terminar las plaças hemolfticas en presencia de complemento 
aviar o de una proporcidn de complemento aviar y complemento 
de cobaya. De ello da muestras la Fig. 39 en la que observamos 
una falta total de plaças hemolîticas cuando se ernplea comple­
mento aviar o de cobaya s61os. Las dis tintas proporciones de 
ambos complementos nos indican que los mejores resultados, en 
cuanto a numéro de plaças hemolfticas pues tas de manifiesto, 
se obtienen con la prcporcidn 1 a 4 (aviar:cobaya) rindiendo 
las demâs proporciones valores bas tante mas bajos de respuesta 
PFC.
Una vez conocidos estos datos y por tanto fijadas las 
condiciones expérimentales mas iddneas estudiamos las variaciones 
en el numéro de células formadoras de IgM en esplenocitos de po­
lio (Figs. 40, 41 y 42) y de ratdn (Figs. 43, 44 y 45) que habiar, 
recibido tratamientos previos (20 a 1 dîas antes) de interferôn 
inducido por virus o endotoxinas.
215
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La Fig. 40 recoge los resultados obtenidos con esple­
nocitos de polios cuando el interferôn es el inducido por NDV. 
Veraos que tiene lugar una reducciôn en el numéro de plaças he- 
molîticas alcanzadas, esta reducciôn no supera el 60% cuando el 
interferôn se administra entre 14 y 16 dîas antes de la inmuni- 
zacidn siendo la dosis de 2,500 ü interferôn. Las otras dosis 
estudiadas produjeron reducciones no mas altas del 15 y 20%, 
no yendo mas allâ de los 10 y 12 dîas respectivamente.
Los resultados alcanzados por el interferdn inducido 
por LPS de B. melitensis y que quedan resumidos en la Fig. 41 
indican también una reduccién cuyo méximo no llega al 40% cuan­
do el interferén es administrado 14 dîas antes de la inmuniza- 
cién en dosis de 2.500 U interferén/lO gr de peso vivo. Las do­
sis de 500 y 1.000 U interferôn no produjeron reduccién pasados 
los 9 y 10 dîas de administracidn respectiva, no sobrepasando 
en ningun momento el 10% de reduccién.
Por ûltimo, cuando el inductor de interferén adminis­
trado es el LPS de P. aeruginosa (Fig. 42) nos encontramos que 
la dosis 2.500 U interferén produce una reduccién mâxima en el 
numéro de plaças hemolfticas que no llega al 40% cuando se ad­
ministra entre 14 y 16 dîas antes de la inmunizaciôn. Las dosis 
restantes no producen reduccién cuando se administran 8 y 9 
dîas antes de la inmunizacién para 500 y 1.000 U interferén res­
pectivamente .
En cuanto a los resultados obtenidos en ratones la 
Fig. 43 mues tra los resultados cuando el inductor de interferén 
es de naturaleza viral. Vemos que 2.500 U interferén son espa­
ces de deprimir la respuesta inmunitaria incluso cuando ese 
interferén se ha administrado 20 dîas antes de la inmunizacién.
224 .
Aquellos grupos que han recibido el interferén entre los dîas 
14 y 19 antes de la inmunizacién primaria con SRBC han alcanza- 
do casi una reduccién del 100% en el ndmero de plaças hemolîti- 
cas lo que supone la càsi total supresién de la respuesta inmune
Las dosis de 500 y 1.000 ü interferén originan depre- 
siones que no aparecen después de los 8 y 12 dias respectivamen­
te, siendo la reduccién méxima de un 60% aproximadamente para 
la dosis de 1.000 U interferén y de un 20% para la de 500 U in­
terferén entre los périodes comprendidos entre 3-6 y 4-6 dias 
de administracién respectivamente.
Con las mismas dosis y periodo de administracién an­
tes de la inmunizacién pero administrando el interferén induci­
do por LPS de B. melitensis obtenemos resultados que recogemos 
en la Fig, 44.
En ella observamos que en estas condiciones expérimen­
tales encontramos una reduccién en el nümero de plaças hemolî- 
ticas cuyos porcentajes son menores que los observados cuando 
el inductor de interferén ha sido de naturaleza viral.
Con respecto a las dosis administradas, la de 2.500 
U interferén ocasiona depresiones en la inmunorespuesta, inclu­
so cuando se administra al animal 20 dias antes de la inocula- 
cién con SRBC, estando muy proxima la reduccién al 100%, cuan­
do se administra entre 11 y 15 dias antes de la inmunizacién.
Como en el caso precedente, las dosis de 500 y 1.000 
U interferén producen reduccién en el numéro de plaças hemolf ti­
cas , que no pasa de los dîas 9 y 10 respectivamente.
225 .
Finalmente, los resultados representados en la Fig.
45 nos indican que cuando el interferén ha sido el inducido 
por LPS de Paeruginosa y a la dosis de 2.500 U interferén , 
también tiene lugar una reduccién casi total de la respuesta 
inmune (casi un 100% de reduccién en el numéro de plaças hemo­
lf ticas) cuando el interferén se ha administrado entre 12 y 14 
dfas antes de la inmunizacién.
Las dosis de 500 y 1.000 U interferén ocasionaron 
depresiones que no fueron mâs allé de los dias 10 y 11 antes 
de la inmunizacién respectivamente.
5. Accién del interférén "in vitro" sobre la respuesta inmune
* en polio y ratén.
Con el propos!to de conocer la influencia del inter-, 
ferén sobre inmuno-respuestas primaries anti-SRBC, se han rea- 
lizado experimentos sobre esplenocitos procedentes de animales 
primarlamente inmunizados con SRBC. Estos esplenocitos fueron 
tratados "in vitro", en intervalos variables de 1 a 10 horas 
con dosis diferentes de interferén inducido por virus y endo­
toxinas (500, 1.000 y 2.500 U interferén/ral) y manteniendo el 
sistema esplenocitos-interferén a 4° C durante todo el tiempo 
de contacte. S imul taneainente, en ensayos paralelos y como tes- 
tigo, se hicieron tratamientos de los esplenocitos con lotes de 
"falso" interferôn.
Sobre las dos series de esplenocitos, tratados con 
interferén y "false" interferén, se determinaron las variaciones 
producidas por este tratamiento sobre la aparicién de células 
formadoras de IgM en los animales inmunizados frente a SRBC y
226 .
sobre la actividad policlonal inducida por lectinas, en funcién 
de la incorporacién de ^H-timidina.
5.1. AccZ(fn -iobfLt ta .i c i l u t a i  ^oA.mado^a.6 de TgM
En las deteirminaciones efectuadas con esplenocitos 
de polio tratados con dosis de 500 y 1.000 U interferén, se 
encontraron valores de recuentos de plaças hemolfticas sensi- 
blemente iguales a los testigos; sin embargo, la dosis de 
1.500 U interferén ha producido disminucién en el numéro de 
células formadoras de anticuerpos; asf en la Fig. 46 tan solo 
se muestran los resultados obtenidos cuando se administra esta 
dosis 2.500 U interferén/ml por ser la mas demostrativa de la 
accién inmunodepresora.
Se observa que en cada una de las determinaciones 
aparece una disminucién del numéro de plaças hemolfticas res­
pecto al testigo inmunizado tratado con "falso" interferén, 
que es muy parecida dentro de las siete primeras horas de con­
tacte y résulta mas e^/idente entre las 8 y 10 horas. La dis­
minucién mayor corresponde al interferén inducido por el NDV, 
mientras que el interferén inducido por el LPS procedente de 
P. aeruginosa produce un efecto menos patente con respecto al 
mismo control.
Siguiendo nuestro propésito comparative efectuamos 
la misma prueba con esplenocitos de ratones, pudiendo obser- 
var que désis de 500 a 1.000 U interferén daban valores igua­
les que los encontrados con esplenocitos testigos tratados con 
"falso" interferén, m?lentras que con la désis de 2.500 U inter­
ferén se obtienen los resultados que aparecen en la Fig. 47;
227
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229 .
en ella observamos que para cada una de las determinaciones 
hay una disminucidn en el numéro de plaças hemolfticas con 
respecto a los testigos. Vemos que ese ndmero de plaças aumen- 
ta en relacidn con el numéro de horacde contacte durante las 
6 primeras determinaciones y con una excepcidn para intervalos 
de 2 horas, donde encontrsimos una reduccidn màs patente, El 
periodo comprendido entre 8 y 10 horas de contacte indica una 
fuerte reducciôn en la inmuno-respuesta estudiada.
5.2. kcciân iobA.li la a.ci.i\>ac.Zân pol-cctonal de toi ziplanocitoi .
Al estudiar las variaciones inducidas por interferôn 
en la activaciôn por lectinas, segûn se indica en el capitule de 
técnicas vemos que en los resultados obtenidos con dosis de 500 
y 1.000 U interferôn no hay diferencia entre les esplenocitos 
tratados con interferôn viral y con "falso" interferôn, emplea- 
do como testigo.
Las Figs. 48 y 49 indican los resultados obtenidos 
con 1.500 U sobre esplenocitos de polio y de ratôn, respecti­
vamente, ya que fueron las dosis mas efectivas. En la Fig. 48 
se muestran los resultados obtenidos, utilizando dos mitôgenos 
(PHA y Con A) y se puede observar que èl segundo conduce a una 
mayor blastogénesis de los cultivos de esplenocitos "in vitro" 
con los diferentes interferones; salvando esta diferencia, ambos 
mitôgenos proporcionan valores paralelos. Observamos también 
con respecto al inductor de interferôn estudiado, que el inter­
ferôn inducido por LPS procedente de P. aeruginosa proporciona 
valores mas altos en c.p.m. que los restantes in terferones, sien­
do el més débil en su acciôn el interferôn inducido por el NDV.
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se alcanza mayor numéro de cpm con aquellos cultivos de esple­
nocitos que han recibido tratamiento en periodos de 4 a 6 horas, 
siendo la menor respuesta la que corresponde a los esplenocitos 
tratados durante 8 a 10 horas.
Con respecto al inductor de interferôn utilizado tam­
bién vemos que el NDV induce un interferôn que condiciona una 
mayor disminucién en el numéro de plaças hemolfticas, comparan- 
do con los interferones obtenidos con los otros inductores; de 
ellos, el procedente de P . aeruginosa es el mâs débil en su 
acciôn depresora para estas condiciones expérimentales.
Finalmente, en la Fig. 49, se presentan los resultados 
producidos por la acciôn de los distintos interferones es tudia­
do s por nosotros en este trabajo sobre la blastogénesis de los 
esplenocitos murinos sometidos a tratamiento "in vitro" con ta­
ies interferones.
Al igual que lo expuesto en aves, el mitôgeno Con A 
ha proporcionado valores mayores de blastogénesis, medida en 
cpm, que el alcanzado por mitôgeno PHA. Comprobamos también 
en cuanto a las horas de tratamiento, que el nûmero de cgm 
va aumentando p rog re s i vamen te dentro de las 6 primeras horas 
de contacte, con una excepciôn en las 2 horas de tratamiento 
donde aparece un ligero descenso que coincide con el valor 
correspondieK:e a las 7 horas de contacte. El periodo de con­
tacte comprendido entre las B y 10 horas es el que présenta 
menor numéro de cuentas con respecto a las restantes determina­
ciones, siendo la diferencia bastan te marcada.
233.
En cuanto al inductor de interferôn observamos que, 
igual que en polios, el interferôn inducido por NDV produce 
los valores menores de blastogénesis y son los mas altos 
aquellos que corresponden al interferôn inducido por LPS pro­
cedente de P. aeruginosa.
6. Inducciôn de interferôn con tilorona, en polio y ratôn y su 
in fluencia en la inmunorespuestc.
Una vez es tudiada la inducciôn de interferôn por los 
métodos que pudië'ramos considerar mas clâsicos, median te la 
acciôn de virus o endotoxinas, asf como su repercusiôn sobre 
el sistema inmunitario del huesped, consideramos de interés 
estudiar la inducciôn de interferôn por una molécula orgânica 
de sfntesia (tilorona) que présenta la caracteristica de ser 
el ûnico inductor de interferôn por via oral y el cual ha sido 
ensayado sclamente en mamfferos. Al igual que hicimos con los 
otros inductores, hemos estudiado también su influencia sobre 
la respuesta inmune, siguiendo para ello un desarrollo experi­
mental anôlogo al hasta aquf expuesto; es decir, sobre polios 
y ratones "in vivo"
6.1. Rtipazi ta e n  dit çin.culante. (/ iobfiz
ciluZa.i Q^fimadofiai de. IgM.
Ante la complejidad del experimento que emprendimos 
fue imprescindible fijar previamente, como parSmetro, el titu- 
lo mâximo de interferôn detectable en el suero de los animales 
que habian recibido tilorona. Para ello se ha utilizado este 
inductor tan to en dosis unicas como diariamente durante un pe­
riodo de cinco dias, pasados los cuales se hizo sangria a muer- 
te. Este periodo de 1-5 dfas viene condicionado por los experi-
234.
mentos posteriores dado que entre el 4°6 5® dîa se desarrolla 
el mëiximo de inmuno-respuesta primaria anti-SRBC. Como dosis 
se han administrado 0,3 mg/10 gr peso vivo median te sonda 
esofâgica, tanto en la- dosis ünica como en las repetidas.
Los tîtulos interferdn referidos a unidades/ml quedam 
refiejados en la Fig. 50 para polio y en la Fig. 51 para ratôn.. 
En ambas figuras se pueden observer mas altos tftulos de inter—  
ferdn en ratones, comparados con los obtenidos en aves tratadass 
con tilorona; por lo demâs, el comportamiento es completamente 
paralelo entre mamiferos y aves. La mâxima respuesta se obtiens 
con una s61a dôsis administrada 1 dia antes de la obtenciôn 
del suero, encontrandose una disminuciôn graduai de los valo- 
res interferôn que parece relacionarse con el intervalo entre 
administracidn y titulaciôn. Cuando se consideran las dosis 
mûltiples, se encuentra una relaciôn directe entre el titulo 
de interferôn y el nûmero de ddsis, existiendo una compensacidm 
entre la disminuciôn debida al intervalo y el incremento conse—  
cuente al aumento de tilorona administrada.
Una vez conocidos los titulos de interferdn que a pa­
re ce n en suero entre 1 y 5 dfas, pasamos a de terminar el rivel 
de induccidn de interEerôn y la cuantificaciôn de células for- 
madoras de IgM. Se han llevado a cabo estas pruebas con dos 
series paralelas, tanto de polios como de ratones, que se inmu— 
nizaron con SRBC y administrando la tilorona en agua de bebida 
(segun se indicé en e L apartado de Técnicas) entre 1 y 10 dos iss 
en periodos variables previos a dicha inmunizacién. Pasados 
cuatro dias de la inmunizacién todos los animales de una de las 
series fueron donadores de los bazos para las pruebas de Cerne 
y de blastogénesis, siendo sacrificados por dislocacién cervicaal
235.
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mientras que todos los animales de la otra serie fueron sangra- 
dos a muerte por puncién intracardiaca para llevar a cabo sobre 
el suero sanguineo, la titulacién de interferén.
Los resultados obtenidos quedan reflejados en la 
Fig. 52 (correspondiente a polios) y Fig. 53 (correspondiente 
a ratones).
La respuesta de interferén en polios por la accién
de la tilorona aumenta paulatinamente a medida que aumenta el
nûmero de dosis recibidas correspondiendo un mâximo de respues- 
ta interferén a los 4 dias de tratamiento (4 dosis) donde apa- 
rece un incremento de un 71,43% con respecto al primer dia 
de administracién permaneciendo constante a partir de ese mo-
mento los niveles de interferén en suero.
En la Fig. 5 3 (con ratones), observâmes también un 
incremento de los titulos de interferén paralelo al observado 
en polios. Tambiûn en este caso se alcanzan los valores mâxi- 
mos a partir del 4° dIa en el que encontramos un 39,41% de au­
mento con respecto al nivel encontrado el primer dia, este va­
lor se mantiene constante has ta el ultimo dia de observacién-
Como hemos senalado al principio de 1 présente capi­
tule considerâbamos de interês estudiar la induccién de inter- 
ferôn a travës de una sustancia, tilorona, cuya caracteristica 
era la de ser el ûnico inductor de interferén por via oral y, 
para aportac nuevos datos Considérâmes necesario estudiar s’ 
efecto sobre la respuesta inmune. Hemos encontrado que la t )- 
rona administrada en los dias por nosotros establecidos, segun 
cens ta en las figuras precedentes, présenta un fuerte efecto
238.
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inmunoestimulante en todas y cada una de las determinaciones 
efectuadas. El aumento encontrado en el numéro de plaças hemo- 
lîticas es progresivo entre 1 y 6 dosis de administracidn, mo- 
mento en el que se alcànza el mâximo de respuesta en células 
formadoras de plaças hemolîticas (con 6 dias de tratamiento) 
permaneciendo constante a partir de este raomento hasta el ulti­
mo dia estudiado; asi hemos observado un incremento en el nû­
mero de células formadoras de IgM representado por un 150% has­
ta un 500% para las dosis 1 a 6 de administracién de la droga 
respectivamente en el caso de polios tratados.
Cuando se estudia el efecto sobre ratones, también 
observâmes un gran aumento en la respuesta inmune alcanzada 
medida en plaças hemoliticas, este aumento es de un 14 5% cuan­
do la tilorona se administra un dia antes de la inmunizacién 
y de un 550,33% a partir del sexto dia hasta el final, pasando 
por valores intermedios en los dias comprendidos entre ese in­
tervalo de tiempo.
En todas las determinaciones estos valores estSn cal- 
culados con relacién a los testigos inmunizados y sin tratamien­
to con tilorona.
Si se comparan ambas respuestas (interferôn e inmune), 
observâmes que a partir del cuarto dia sus valores cuartitati- 
vos empiezan a separarse tanto en polio como en ratén . Por otra 
parte, se puede ver que el grado de estimulaciôn del irterferén 
es mayor en ratones (4.600 U interferén/ml) que en polios (2.400 
U interferén/ml).
241 .
6.2. l^a^ZacZoms de. ■'lei puci ta. en la txctl\>ac-iôn pollclonal de. 
f.cn^occto6
Esplenocitos extraidos de polios y ratones, que 
habian estado sometidos al tratamiento con tilorona, fueron 
cultivados in vitro segun se detalla en el apartado de Métodos 
y se sometieron a estimulacidn mediante dos tipos de lectinas 
que actûan a nivel de células T (Con A y PHA). Examinando con- 
juntamente los resultados en las Figs. 54 (correspondiente a 
polios) y 55 (correspondiente a ratones) se aprecia una vez 
mâs una mayor intensidad de respuesta por parte de los mamffe- 
ros que de las aves, siendo la diferencia de la acciôn blasto- 
génica entre la Con A y la PHA mucho mâs patente en polios. 
Tanto en polios como en ratones encontramos que los valores 
indicadores de blastogénesis van aumentando a medida que es, 
mayor el nûmero de dûs is de tilorona alcanzando en todos lo^
casos el valor méximo en los 6 dias de administraciôn y encon-
î-
trandose incrementada la incorporacién de ^H-timidina incluso 
en células que no habian sido sometidas a la acciûn de los m 
tûgenos. ('
En la Fig. 54 y con el mitôgeno Con A vemos que los 
valores presentan un incremento relativo de un 105,88% en el 
caso de tratamiento con tilorona en ausencia de lectina y desde 
un 5,88% hasta un 176,47% cuando esté présente la lectina en el 
intervalo comprendido entre 1 y 6 dias de tratamiento con res­
pecto a les tes tigos correspondientes.
Los incrementos relativos con el mitôgeno PHA van 
desde un 28,57% hasta un 228,57% sin mitégéno y desde un 128,57? 
hasta 442,86% cuando esté présente el mitûgeno correspondiente.
242 .














2 4 6 8 10 DIAS
ADMINISTRACION DE TILORONA "PER OS" DURANTE lu 10 DIAS
□  Esplanocilos de pdk% Irrtodos con TILORONA
a Esplanocilos de polios rmiodos con TILORONA y somelidos a lo LECTINA correspondiente
•  Esplenocitos testi^s de polios sin trotor con TILORONA
• •  Esplenocitos testigos de pdlos sin trator con TILORONA ni con LECTINA
Fig. 54.- Variaciones en la incorporacion de H timidina en
polios sometidos a tratamientos variables con tilorona
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ADMINISTRACION DE TILORONA "PER OS" DURANTE la 10 DIAS
O  Esplenocitos d ero io n as  irctodos con T ILO RO NA
D  Esplenocitos de ratones Irolodos con T ILO R O N A  y somelidos a lo L E C T IN A  correspondiente
•  Esplenocitos testigos de ratones sin trotor con T IL O R O N A  
• •  Esplenocitos testigos de rotones sin trotor con T IL O R O N A  ni con L E C T IN A
Fig. 55.- Variaciones
procédantes de ratones sometidos a 
tilorona.
n la incorporaci6n de timidina en lin focitos
tratamientos variables co
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En la Fig. 55, con los resultados observados en ra­
tones, vemos unos incrementos relativos del 50% en ausencia de 
mitôgenos y de un 125% en presencia de mitdgeno Con A. En la 
parte inferior de la figura los valores absolûtes van desde 
74,07% hasta 185,19% en ausencia de mitôgeno y desde 148,15% 
hasta 277,78% cuando los cultives de esplenocitos estSn trata­
dos con PHA.
7. Estudio comparative del efecto de la ciclofosfamida sobre 
la inducciôn de interferdn e inmunorespuesta en polios.
Interesados por conocer el papel de la ciclofosfamida 
en la inmunorespuesta del huesped infectado con virus, realiza- 
mos una serie de experimentos en los cuales se estudiaba las 
variaciones en la aparicidn de células formadoras de anticuerpos 
IgM en funciôn, tanto de la naturaleza del agente infective como 
del tipo de sistema inmunitario del huesped. Conocidos estos da­
tos se ha estudiado la influencia de este agente alquilante en 
la inducciôn de interferén y en la inmunorespuesta en polios.
Este tipo de ensayos requerîa unas pruebas previas 
que nos permitieran conocer algunos parSmetros biolôgicos re­
lativos al comportamiento del virus en las fases tempranas de 
la inmunorespuesta.
7. /. En3aÿo3 pfLZv-Coi zon l o i  agentes vZxate.6 q cic.f.o
En primer lugar se estudiaron los tiempos previos 
de inoculaciôn de VSV (Fig. 56) y de NDV (Fig. 57), en polio 
y ratén, antes de la obtencién de esplenocitos, teniendo en 
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experinuîtitos sobre polio. Se utilizaron periodos cortos de 
observacidn y en ambos casos hay una clara diferencia de com­
por tamiento en funciôn de la respuesta en PFC entre ratdn y 
polio, cuando la infeccidn viral se produce entre 24 y 12 horas 
antes de la obtencidn de esplenocitos, apareciendo una clara 
inmunosupresiôn en todos los casos 48 horas antes (en especial 
para el VSV) .
En una segunda fase de estos ensayos previos se estu- 
di<5 la acciôn de la ciclof os f amida en los mismos sistemas anima­
les inoculados con VSV (Fig. 58) y NDV (Fig. 59); de este modo 
se comprobô, para un periodo de 1 a 5 dias de intervalo previos, 
que en presencia de ciclofosfamida aparece una inmunosupresiôn 
menos intensa que con el virus solo y que ambas respuestas inmu- 
nosupresoras siguen comportamientos paralelos disminuyendo a me­
dida que se acortan los Intervalos que median entre la infecciôn 
por virus y la obtenciôn de los esplenocitos; en cuyo caso se 
alcanzan valores de inmunosupresiôn del 100 y 91,7% con el VSV 
y NDV solos y del 80,5 y 73% respectivamente en tratamientos 
combinados con ciclofosfamida.
Seguidamente se establecieron otras condiciones expé­
rimentales, que nos permitieran apreciar mejor el fenômeno; en 
estos casos la inmunizaciôn con SRBC se realizaba en périodes 
fijos de 4 dias antes de la obtenciôn de los esplenocitos y el 
tratamiento (tanto con el virus solo como simultaneado con el 
agente alquilante) y se iniciaba a partir de 7 dias antes de la 
obte.nciôn de las células. En estas condiciones se pudo observer 
una clara diferencia de 1 comportaraiento del VSV (Fig. 60) y NDV 
termoinactivado (Fig. 61). Con el NDV la asociaciôn virus-ciclo- 
fosfamida 1 dia después de la inmunizacién no produce efectos 
inmunosupresores compor tamiento que contrasta con la gran sv'-e-
248,
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siôn que encontramos cuando se inocula sôlo el virus.
Una vez mâs^ siguiendo nuestro propôsito de estable- 
cer criterios comparatives en el comportamiénto de aves y mam£- 
f e r o s s e  realizô tamtiién este tipo de experiencias previas so­
bre ratôn, y asf podemos ver en los resultados obtenidos con 
VSV (Fig.62) y NDV (Fig. 6 3), sobre estos animales y en expé­
rimentes de 1 a 5 dias, que en presencia de ciclofosfamida tiene 
lugar una inmunosupresidn que es menos intensa que la que apa- 
recla cuando se administraba el virus s61o; comparando las gr^- 
ficas con las presentadas para polios, vemos que ambas supre- 
siones siguen comportamientos paralelos tendiendo a aumentar 
segun es mayor el intervalo entre la administraciôn de virus 
solo o asociado con tratamiento ciclofosfamldico y la obtenciôn 
de esplenocitos.
Igualmente se realizaron los experimentos para una 
inmunizacidn con SRBC de 4 dfas previos a la obtenciôn de los 
esplenocitos y su tratamiento con VSV (Fig. 64) y NDV (Fig. 65) 
ê'stos se realizaron también solos o asociados a ciclofosfamida 
y se establecieron de manera que podfan ser previos, simultaneos 
o posteriores a dicha inmunizacién con SRBC. Como puede verse, 
los patrones del comportamiénto eran en cierto modo parecidos 
a los que se producfan en las pruebas realizadas con polios, 
aunque se observan claras diferencias que afectan sobre todo 
a las experiencias con NDV en los dias -1, 0 y 1 relatives a 
la inmunizacién.
7. ?. Re-4pue4-ta de lnt'in.f^ zn.6n e Lnmanlta.'iÂ^ a zn pclio6 an P'te.àen~ 
cZa de. c-icZo fiO^  fiiimZda
Una vez conocidos los parâmetros mâs apropiados para 
la realizacién de estos experimentos se disené el protocole ex­
perimental que se indica en la Fig. 66 aplicSndolo a polios re-
253.
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cién nacidos y a otro grupo de 2 meses de edad, con el fin de 
comprobar si existfan diferencias de comportamiénto condiciona- 
das por la edad del animal; lo que lleva anejo un mayor grado 
de desarrollo del sistema inmunitario y con una consiguiente 
desqpariciôn de los factores transmitidos en el huevo. Asf, 
con intervalos de tratamientos previos de 1 a 5 dias y con d6- 
sis ûnicas de ciclofosfamida (100, 50 6 20 mg/kg peso vivo) se 
inmunizan los animales con SRBC o se induce el interferôn con 
NDV sin inactivar o con los LPS de B. melitensis y P. aeruginosa.
Posteriormente, se valora la respuesta inmune o de 
interferôn en los momentos que se consideraron dptimos en cada 
caso: dfas 4 y 5 para UFPH (FPC) y al cabo de 6 horas para las 
titulaciones de interferdn. Las Figs. 67 y 68, respectivamente, 
recogen los resultados de las inmunorespuestas obtenidas en po­
lios recién nacidos y de 2 meses de edad con los valores obteni­
dos 4 6 5 dfas después de la inmunizacién con SRBC. Como puede 
verse en elprimer caso (Fig. 67), comparando los niveles de UFPH 
que aparecen en condiciones normales con los resultados obteni­
dos después de los distintos tratamientos, se puede comprobar 
que con dosis de 100 y 50 mg se produce una inmunosupresién to­
tal en todos los casos, mientras que para la dosis de 20 mg se 
aprecian inhibiciones parciales del 60 al 70% de la inmunores­
pues ta normal. Esta inmunosupresién se mantiene invariable, sea 
cual fuere el intervalo de tratamiento con ciclofosfamida, en 
los cinco dfas establecidos antes de la inmunizacién con SRBC.
En el otro caso (Fig. 68), cuando el expérimente se 
aplica a polios de 2 meses de edad, se produce como anterior- 
mente, una clara inhibiciôn para dosis de 100 y 50 mg, mientras 
que con désis de 20 mg aparece una ligera inhibicién para inter-
259
F i g . 6 7 . Inmunorespuesfa en polios recien naci -  
dos fro lados con diferentes dosis da 
Cy
1200
A ios 4  dios
ICOO
800
o = ICOmg C y/K 'j peco vivo 
b '  SOmg C y/K g  p a v j vivo 
c '  20mq C '//K g  P330 vivoO 600
'too
2 C 0






sin Iro to -  
m lento
- 4 - 3-5 2

























A Ios 4 dies
0-100 m o  C y /K g  peso  vivo 
b *  S O m g  C y /K g  por.o vivo  
c=  2 0 m g C y /K g  p o o o tiv o
260
G b c  a b c  a b c  a b c  a b c  
A Ios 5 dios
D ios  y dos is  do I ra fo m io n la  con Cy
261
vaIos de tratamiento entre 3 y 5 dfas antes de la inmunizacidn 
y una inmunoestimulacidn (de 18% a 31%) cuando esos tratamien­
to s con 20 mg de ciclofosfamida preceden tan sôlo en 24 a 48
horas a la inmunizaciôn.
Finalmente, los histogramas representados en las 
Figs.69 y 70, recogen, respectivamente la respuesta de inter- 
ferdn ante los très distintos inductores en polios recié’n naci- 
dos y de 2 meses de edad sometidos a tratamientos previos con 
la ciclofosfamida. E’n este caso no se utilizaron las dosis de 
100 mg por considerarla excesiva, ante los datos obtenidos en 
las pruebas de inmunorespuesta.
Como puedo verse, a la derecha del histograma repre- 
sentado en la Fig. 69, aparecen los niveles normales de inter-
ferôn alcanzados s in ciclofosfamida, que son menores para los
inducidos con ambos LPS y de ellos el mas bajo nivel correspon­
de al de B . meli tens i s . Cuando los polios recibieron los trata­
mientos de 50 6 20 mg se puede ver la induccidn con NDV, que 
si la dosis con el agente alquilante se administra 5 dias antes 
de la inducciôn se obtienen resultados anâlogos a los consegui- 
dos cuando se administra el fSrmaco 24 horas antes; mientras 
que para la induccidn con LPS se obtienen niveles de interfejjdn, 
ligeramente mayores, a los 5 dias que a las 24 horas. Estos ni­
veles van disminuyendo del cuarto al segundo dia de tratamieqjto 
previo y siendo prd’cticamente iguales los valores obtenidos en­
tre el segundo y el terrer dia antes de la induccidn. Cuando'se 
consideran los resultados correspondientes a las 24 horas, en 
funciôn de los obtenidos anteriormente, se aprecian niveles de 
interferôn, ligeramente mayores, a los 5 dias que a las 2 4 horas 
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tratamiento previo y siendo p r a c t i c a m e n t e  iguales los valores 
obtenidos entre el segundo y el tercer dia antes de la induc- 
c i 6 n . Cuando se consid e r a n  los resultados co r r e s p o n d i e n t e s  a 
las 24 horas, en funciôn de los obtenidos a n t e r i o r m e n t e , se 
aprecian niveles 'de i n t e r ferôn ligeramente superiores para la 
inducciôn por NDV, m i entras que los niveles o b t e n i d o s  con in- 
ducciôn por LPS se m a n t i e n e n  en un esta d o  de d e p r e s i ô n  s e m e jan­
te al o b s e r v a d o  en los très dias anteriores.
Cuan d o  el tratamiento se aplica a polios de 2 meses 
de edad (Fig. 701, se pue d e  v e r  que no existe d i f e r e n c i a  algu- 
na e n  funciôn de las dosis de cicl o f o s f a m i d a  y también que la 
inducciôn de interf e r ô n  en animales de esa ed a d  no résulta afec- 
tada por el t r atamiento c i c l o f o s f a m i d i c o  p a r a  los intervalos 
establecidos entre 1 y 5 dias.
V. CONS ID E RACIONES SOBRE 
LOS RESULTADOS
Dado el nûmero de experimentos realizados y los mu- 
chos datos a tener en cuenta, este anâlisis de resultados lo 
e s t a b l e c e r e m o s  desde distintos puntos de vista para consid e r a r  
p o r  separado, tanto la idoneidad a e s t a b l e c e r  en los m o d elos 
b i o l ô g i c o s  u t ilizados como las var i a c i o n e s  en la producciôn 
de i n t e r f e r ô n  aviar -ya sea "in vitro" o "in vivo"- en fun­
c i ô n  del agente inductor, del s i stema i n m u nobiolôgico de r e s ­
p u e s t a  o de la p r e s e n c i a  de sustancias que p u edan interferir 
con el co m p o r t  ami en to del hué'sped; asimismo, e stableceremos 
c o m p araciones entre la p r oducciôn de interferôn en polios y 
ratones o en las células de ambas especies animales y su acciôn 
sobre la r e spuesta inmunitaria del huésped.
1. Acerca de la i d oneidad de los sistemas de ensayo
Antes de iniciar los distintos e xperimentos p r ograma- 
dos c o n s i d é r â m e s  neces a r i o  hacer una serie de ensayos previos 
que fijaran los parâme t r o s  biolôgicos bâsicos sobre los que 
e s tudiar de mo d o  cierto la signif i c a c i ô n  y variaciones de los 
resultados. Desde un punto de vista c o m p a rative de ambos s i s t e ­
mas animales (polios y r a t ô n ) , nos résulta claro que a n i v z l  de
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haz 6p zd se deben estudiar, en nuestras condiciones e x p é r i m e n t a ­
les, las carac t e r i s t i c a s  mas normales de e n s a y o  en la m e m b r a n a  
c o r i oalantoidea de em b r i ô n  de polio y la vi a b i l i d a d  c e l u l a r  de 
fibroblastos de polio y células L de ratôn, por servir de s o p o r -  
tes vitales para la produc c i ô n  y titula c i ô n  de in t e r f e r ô n  "in 
v i t r o " .
Asi, en cuanto a la v i a b i l i d a d  y superv i v e n c i a  de fi­
broblastos de polio se p u e d e n  apreciar très fases en la curva 
de cre c i m i e n t o  (Fig. 10); en la p r i m e r a  de ellas, que alcanza
h a s ta las 12 horas, no se pued e n  p l a n e a r  ensayos por la gran
disper s i ô n  de resultados q u e  se p r o d u c e n  d e b i d o  a la d i sconti- 
n u idad y estado de a g r e g a c i ô n  del epi t e l i o  celular. T a mpoco en 
la ûltima fase de la curva (periodo de 60 horas en adelante) 
se pued e n  establ e c e r  resultados fiables por el e s tado de dege-
ner a c i ô n  del cu l t i v o  y exce s i v a  a c i d i f i c a c i ô n  del pH del m e d i o .
De aquî que todos los ensayos deban ser e s t a b l e c i d o s  para un 
pe r i o d o  de o b s e r v a c i ô n  comp r e n d i d o  entre 24 y 48 horas.
También, en relaciôn c o n M a  v i a b i l i d a d  y s u p e r v i v e n ­
cia de células L de ratôn, e n c o n t r a m o s  que este tipo de cu l t i v o  
celular, -por ser células de linea- permanece ina l t e r a d o  d u ­
rante un tiempo r e l a tivamente prolongado; ello no obstante, los 
ensayos deben realizarse asimismo, entre 24 y 48 horas. S in e m ­
b a r g o  este c u l t i v o  celular permite o b viar la ac i d i f i c a c i ô n  del 
m e d i o  reemplazandolo, cuando se requiera, por otro a pH 7,2.
La vitalidad de la m e m b r a n a  corioalantoidea, est u d i a -  
da durante périodes totales de 4 a 5 dias, présenta a l teraciones 
c o m p r o b a b l e s , incluso m a c r o s c o p i c a m e n t e , pasadas las 60 horas 
después de su puesta en cultivo, lo que nos indujo a emplearla  
entre las 12 y 36 horas; p e riodo en el que sirven p e r fectamente
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como s u strato para la m u l t i p i i c aciôn de los m i x o v i r u s  empleados
Cuando estos ensayos previos se consideran a n l v z i  
d z l  agence v i x a l  hay que tener en cuenta la activi-
dad b i o l ô g i c a  y la sensibilidad. En cuanto a la primera, las 
F i g s . 11 a 14 dan idea de los distintos grados de dest r u c c i ô n  
c e lular producida por el FPV sobre fibroblastos; sin embargo 
estas imâgenes son absolutamente iguales para cada u n o  de los 
otros m i x o v i r u s  utilizados en nuestros experimentos, siendo 
imposible i d e n t ificar por sus efectos citopâticos de que virus 
se trata de no c o nocer su origen.
De aqul que, en nuestras condiciones expérimentales, 
se c o n s i d e r a r o n  inôculos ôptimos de infe c t i v i d a d  viral de 6 x
•50
3 4
10 a 1 X 10 DICT-f, para cualqu 1er a de los virus empleados.
La termose n s i b i l i d a d  a 37® C (pH 6 y 7,2) de los d i s ­
tintos virus ensayados, d e t e r minada med i a n t e  pruebas de poder 
citopâ t i c o  y h e m a g l u t i n a n t e , revelô algunas v ariaciones en f u n ­
ciôn de las actividades estudiadas.
La a c t i v i d a d  infectiva desaparece, en medio exento de 
sustrato celular a ambos p H , a las 48 horas, pudiendo destacar 
el bajo pod e r  infective del virus influenza a las 24 horas; que 
este permanece mas alto para los otros très m i xovirus en esta 
determinaciôn. El pH 6, para los cuatro virus c o n s i d e r a d o s , 
produce una mâs râpida inactivaciôn segOn se puede comprobar 
en la d e t e r m i n a c i ô n  de 24 horas.
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La acti v i d a d  h emaglutinante, sin embargo, se comporta 
de difer e n t e  manera; en las primeras 2 4 horas présenta un des- 
censo de 1 6 2 unidades logaritmicas de base 2, para per m a n e c e r  
c o nstante a p a rtir de este m omento hasta las 96 horas en que se 
di6 p o r  finali z a d o  el experimento. Por tanto, la actividad h e m a ­
g l u t i n a n t e  es un bu e n  p a râmetro que reemplaza con ventaja a la 
a c t i v i d a d  i n fectiva para llevar a cabo las p r uebas de tit u l a c i ô n  
de in t e r f e r ô n  sobre m e m b r a n a  corioalantoidea.
2. V a r i a c i o n e s  en la induc c i ô n  de interf e r ô n  en pOllos
S e g û n  los resultados obtenidos en suero sanguineo de 
polio, resenados en el C u adro V, al inducir el interf e r ô n  "in 
vivo" y en cuanto se refiere a la n a turaleza del inductor, nos 
encontraimos con que los titulos mâs altos se han obte n i d o  m e d i a n ­
te el uso de la tilorona (administrada por via oral a dôsis de 
0,3 mg/ 1 0  gr de peso v i v o ) . Resultados de los que no e x isten a n ­
técédentes en la extensa b i b l i o g r a f i a  consultada.
Los dos virus utili z a d o s  han dado lugar a una muy di- 
v e rsa pr o d u c c i ô n  de interferôn, ya que el N D V  ha o r i g i n a d o  20 ve- 
ces mas interferôn que el VSV, pese a haber u t i l i z a d o  ambos virus 
en condiciones seme jantes de infectividad. En cuanto a los LPS, 
v emos que la endotoxina de P. aeruginosa es l igeramente m e j o r 
inductor de interferôn que la del B. mel i t e n s i s  d e p e n d i e n d o  di- 
rectamente el titulo de interf e r ô n  de la can t i d a d  de LPS inocu- 
lado en cada caso.
En relaciôn con la cinetica, de a p a r i c i ô n  del interferôr 
en polios habremos de considerar tiempo de ob te nc< élï. de 6ae>io 
y los niveles alcanzados, asi hemos obse r v a d o  que los tîtulos 
mâs altos se obtienen en los e x p e r imentos con la t i l o r o n a ^ 24 
horas mâs tarde de la a d m i n i s t r a c i ô n  de la d r o g a , mie n t r a s  que
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para los virus y las endotoxinas, los tîtulos mâs altos aparecen 
entre 4 y 8 horas después de su inoculacién por via intravenosa.
En  cuanto se refiere al m i t o d o  de. t - i t u l a c - c â n hemos con- 
seg u i d o  los majores resultados u t i l i z a n d o  el m ê t o d o  de Dulbecco, 
m e d i a n t e  o b s e r v a c i ô n  de la r e d u c c i ô n  de plaças infectivas pro- 
d u c i d a ^ p o r  el VSV, que con el uso del m é t o d o  de Fulton y A r mita- 
ge que se funda en la d i s m i n u c i ô n  del poder hemaglu t i n a n t e  de 
virus que p o s e e n  esta cara c t e r î s t i c a  biolôgica.
Si pasamos a con s i d e r a r  los resultados obtenidos "in 
vitro" sobre fibroblastos y e s p l e n o c i t o s , nos e ncontramos con 
que en ambos tipos de células el m e j o r  inductor de interferôn 
ha sido el NDV, m i entras q u e  la endoto x i n a  de B . melite n s i s  ha 
p r o d u c i d o  los tîtulos mas bajos. Por otra parte, tenemos que 
des tacar, que en las pruebas "in vitro", no es posible la uti- 
l i z a c i ô n  de la tilorona. Tanto en las pruebas "in vivo" como 
"in vitro", el N D V  se ha c o m p o r t a d o  como m e j o r  inductor del i n ­
terferôn que el VSV; m i e n t r a s  que éste ûltimo virus, résulta 
u n  e x c e l e n t e  material b i o l ô g i c o  como virus interferido en las 
pruebas del m é t o d o  de Dul b e c c o  (reducciôn de plaças infectivas)
Dado los propôs i t o s  comparativos con los que e m p r e n d i -  
raos la p r ésente M e m oria y al e s tudiar en el Cuad r o  X los tîtulos 
de i n terferôn obtenidos con los distintos inductores sobre h u é s ­
p e d  murino, con las m i s m a s  dôsis que se u t i l i z a r o n  en huesped 
aviar (excluyendo el V S V  por su poca capacidad productora de i n ­
terferôn) e ncontramos que la tilorona es también "in vivo" el 
m e j o r  inductor, seguido por el NDV y siendo el menos activo el 
LPS de B. m e l i t e n s i s ; es decir, que en dichas pruebas se han 
obt e n i d o  resultados que siguen, por tanto, el m i s m o  orden de si - 
m i l i t u d  que el aparecido en el sistema aviar-Podemos considerar
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p or tanto que e x cepto en el caso de la tilorona, con la q u e  se 
o b tiene una p r o d u c c i ô n  de interferôn m a y o r  del 50% en s i stema 
m u r i n o  en r e laciôn con el sistema aviar (y volv e m o s  a d e s t a c a r  
n u e s tra a p o r t a c i ô n  en este campo) el resto de los i n ductores han 
dado lugar a valores que se aproximan bas t a n t e  en a m b o s .sistemas 
b i o l ô g i c o s .
3. E f e c t o  de una v i r u s - s e n s i b i l i z a c i ô n  previa en la i n d u c c i ô n 
de i n t e r f e r ô n .
Como una aprox i m a c i ô n  mas a la p r o b l e m a t i c a  de m o d u l a -  
ciôn del interferôn hemos realizado e x p e r iencias "in vitro" en 
las que pensamos en la posible influencia de una s e n s i b i l i z a c i ô n  
celular por infecciôn previa del animal con el virus que mâs t a r ­
de u tilizariamos como i n d u c t o r . De este modo, las células podrian 
p r esentar una reacciôn é q u i v alente a una resp u e s t a  secundaria. 
E f e c t i v a m e n t e , cuan d o  estudiamos la indu c c i ô n  de i n t e r f e r ô n  "in 
v i v o " , e ncontramos en la b i b l i o g r a f i a  (entre los que e x isten 
también otros trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio) 
que ciertas aves que habian sido sometidas a i nfecciones repeti- 
das p o r  NDV para la obte n c i ô n  de sueros h i p e r inmunes p r e s e n t a b a n  
tîtulos de inter f e r ô n  en suero ligeramente mâs alto que los o b t e ­
nidos en otros grupos de aves que no h a b i a n  sufrido u n a  infecciôc 
anterior. Una de las condiciones necesarias para esta may o r  i n ­
ducciôn del interf e r ô n  era que hubiera pasado un cierto i n t e r ­
va lo de tiempo entre la primera dôsis infectiva y la segunda que 
p odiamos llamar inductora o e s t i m u l a n t e ; por la e x p e r i e n c i a  
a d quirida en nuestro laboratorio sabiamos que la pr i m e r a  dosis 
era capaz de inducir interferôn pero el e f e c t o  de una segunda 
dosis aûn no habîa sido estu d i a d o  a fondo.
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Segdn e s t o , los primeros resultados er a n  c o n f i r m a to- 
rios de una m a y o r  presencia de interf e r ô n  en suero sanguineo 
de las aves r e i n f e c t a d a s , tanto con virus termoinac t i v a d o s  como 
activos, y es e n tonces cuando comenzamos los expe r i m e n t o s  nece- 
sarios para el e s t u d i o  del c o m p o r t a m i e n t o  de e splenocitos pro= 
cedentes de polios i n fectados en inoc u l a c i ô n  ûnica o repetida 
con NDV ô FPV i n a c t i v a d o  con BPL (precauciôn i m p r escindible 
dado el alto p o der létal de estos virus para las g a l l i n S c e a s ) . 
Asi los espl e n o c i t o s  p rocedentes de aves p r e v i amente inmunizadas 
con NDV fueron i n fectados con este m i s m o  virus o con FPV y lo 
m i s m o  se hi z o  con los esple n o c i t o s  de aves también inmunizadas 
c o n  FPV; de aquî que los e s p l enocitos quedarSn sometidos a in- 
fecciôn por ambos virus, tanto t ermoinactivados como no inacti- 
vados, segén la serie e x p e r imental c o r r e s p o n d i e n t e .
C o n s i d e r a n d o  los resultados obtenidos nos encontramos 
que tanto los e s p l e n o c i t o s  p r e v i amente s e n s i b i l i z a d o s , como los 
que no lo habian sido, er a n  capaces de producir interferôn 
(Figs. 27 y 28); pero siempre los tîtulos mâs altos correspon- 
dian a i n terferôn inducido sobre esple n o c i t o s  p r eviamente s e n s i ­
bilizados, excepto c u a n d o  tan sôlo habîa un intervale de 7 dias 
entre la i n fecciôn sensibi l i z a n t e  y la estimulante. En estos 
casos encontramos valores s e m e jantes tanto si los virus habian 
sido o no t e r m o i n a c t i v a d o s ; por otra parte cuando e s t a b leciamos 
intervalos de 14 a 28 dîas se daba lugar a la a p a r i c i ô n  de t î ­
tulos que llegaban a ser hasta très veces mâs altos en la virus- 
-sensibilizaciôn previa, es p e c i a l m e n t e  si se c o n s i d é r a  el FPV 
actuando sobre e s p l e n o c i t o s  sensibilizados con el m i smo antîgeno
Si comparamos el comp o r t a m i e n t o  de estos virus con 
respecto a un e s t a d o  de acti v i d a d  en el m o mento de la inducciôn 
veremos que la t e r m o i n a c t i v a c i ô n  permite una m a y o r  p roducciôn
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de interferôn; comportamiento lôgico si se considéra que ambos 
virus tienen un alto poder citopâtico que altera rapid.aniente la 
fisiologia celular y este hecho ya fue senalado y considerado 
por nosotros anteriormente. Experimentos posteriores, que no han 
sido incluidos en estos resultados, indican que a partir de la 
segunda dosis de sensibilizaciôn tiene mâs efectividad el inter- 
valo entre sensibilizaciôn y obtenciôn de esplenocitos para la 
subsiguiente infecciôn que pueda tenerlo la repeticiôn de dosis 
sensibilizadoras. En todo caso los mayores rendimientosse han 
obtenido en las estimulaciones con el virus homôlogo, aunque 
también hayamos encontrado siempre una mayor producciôn en célu­
las sensibilizadas con el virus heterôlogo que en aquellos casos 
en que se emplearon células no sensibilizadas. Este comportamien­
to nos permite confirmar una vez mâs la estrecha relaciôn entre 
los ortho y paramixovirus, incluso en sus acciones como sensibi- 
lizante celular e inductora de interferôn.
Considerando estos resultados œveladores del parentesco 
antigénico entre los mixovirus hicimos unas pruebas de trans- 
formaciôn linfoblastica medida por la incorporaciôn de '^H-timi- 
dina sensibilizando polios con ambos virus FPV y NDV y enfren- 
tando los esplenocitos procedentes de estos animales en pruebas 
de estimulaciôn cruzacas entre ellos mismosy otros componentès 
de los grupos ortho (influenza-F LU) y paramixovirus (Sendai) 
incluyendo, ademâs, un virus completamente ajeno a los mixovirus 
como es el virus de la encefalitis equina Este, que forma parte 
del grupo arbovirus. En el Cuadro IX los resultados nos indican 
una efectiva sensibilizaciôn de los esplenocitos, con valores 
mâs altos que los obtenidos en blastogénesis inducidas por lec- 
tinas, en aquellos casos en que coincidia el virus sensibilizan- 
te con el estimulante; también résulta mâs elevada la incorpora­
ciôn de timidina en los casos de esplenocitos sensibilizados y 
estimulados con virus del mismo grupo. Los virus estimulantes 
termoinactivados han dado lugar a incorporaciones mâs altas de 
timidina, lo cual es lôgico si se tiene en cuenta que los virus
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activos dan lugar a i n f e c ciones de los e s p l e n o c i t o s  con la 
citolisis correspondiente.
El virus encefalîtico, E s t e , q u e  actuô como testigo, 
p r o p o r c i o n ô  valores siempre mas bajos que los obtenidos en las 
s e n s i b i l i z a c i o n e s  con virus h o m ô l o g o s  o del m i s m o  grupo viral. 
Los resultados que se p r e s e n t a n  corre s p o n d e n  a una s ensibiliza- 
ciôn con très dosis de virus espaci a d a s  por un intervalo de sie- 
te dias; m a y o r  nûmero de dosis sensi b i l i z a n t e s  no a u mentan los 
v a l ores obten i d o s  con très dosis, m i e n t r a s  que una o dos dosis 
no son capaces de p r o d u c i r  una s e n s i b i l i z a c i ô n  aparente.
Como estab a m o s  i n t e r esados por c o nocer con mas detalle 
la a c t i v i d a d  de los e s p l e n o c i t o s  sensibi l i z a d o s  en relaciôn con 
la i n f e c t i v i d a d  del virus, q u e  en nuestro caso dâ lugar a v a l o ­
res mâs bajos en la i n c o r p o r a c i ô n  de timidina cuando se comparan 
con los o b t e n i d o s  en p r e s e n c i a  de virus i n a c t i v a d o s , emprendimos 
un es t u d i o  en el que e n f r e n t a m o s  con N D V  ô FPV las células s e n ­
s ibilizadas por uno u o t r o  de ambos virus en 1, 2, 3 ô 4 dosis 
y observ a m o s  (Fig. 29) que c u a n d o  los animales h a bian recibido 
3 dosis s e n s i b i l i z a n t e s , sus e s p l e n o c i t o s  eran capaces de neu- 
tralizar p o r  com p l e t e  la i n f e c t i v i d a d  del virus e stimulante 
(NDV ----^  N D V ; FPV ---->  FPV) y d isminuir s ensiblemente la i n ­
fectividad del ot r o  virus (NDV , * F P V ) .
Al comparer los estudios anteriormente resenados y 
trasladando la misma metodologfa al comportamiento de espleno­
citos murinos obtuvimos interferôn sobre dichas células sensi­
bilizadas con NDV ô FPV; en este caso particular utili zamos 
los virus sin inactivar con BPL, dado que los ratones no pre­
sentan cuadros patolôgicos consecuentes con la infecciôn por
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estos virus, y poniendo en contacto los e s p l e n o c i t o s  con uno u 
otro de ambos virus ya sean termoinactivados o no (Fiqs. 30 y 31). 
Los tîtulos de i n terferôn obtenidos son m u y  seme jantes a los que 
aparecieron en los experimentos a n t e riormente es t u d i a d o s  con e s ­
plenocitos aviares; en este caso, hemos encontrado, también, 
que el virus i n ductor t e r m oinactivado dé lugar a m a y o r e s  tîtulos 
de i n terferôn que cuando actûa sin inactivar.
Este comportamiento, tanto en e s p l e n o c i t o s  aviares 
como murinos, asî como la c o n s i deraciôn de que s e n s i b i lizaciones 
con très dosis son capaces de n e u t r alizar la i n f e c t i v i d a d  del 
virus nos lleva a considerar la inact i v a c i ô n  del virus inductor 
como un factor positivo en la pr o d u c c i ô n  de interferôn, aunque 
esta o b s e r v a c i ô n  pueda particula r i z a r s e  a los virus e m pleados 
por nosotros y no deba tomarse como régla ge n e r a l  en cualquier 
otro agente viral.
Al igual que se realizô en polios se h i c i e r o n  pruebas 
de s e n s i b i l i z a c i ô n  cruzada sobre e s p l e nocitos murinos. Los r e ­
sultados que aparecen en el Cuadro XII indican una fuerte s e n ­
sibi lizaciôn por los virus h o motîpicos puros (NDV ---  ^ NDV;
FPV --- > FPV) que también résulta destacable en los casos de
homotîpicos simples (NDV ---> Sendai; entre los paramixovirus;
FPV  influenza (FLU) entre los orthomixovirus) . Se pueden
considerar como positivos los valores de inc o r p o r a c i ô n  de t i m i ­
dina o b tenidos en la s ensibilizaciôn c r uzada entre los ortho y 
p aramixovirus cuando se comparan los va l o r e s  obten i d o s  en presen 
cia del virus E E E , como ejemplo de virus no emparentado. Tanto 
en las pruebas con esplenocitos aviares como con esple n o c i t o s  
m urinos los testigos de e s t i mulaciôn b l é s t i c a  i n ducida por lec- 
tinas s i r v i e r o n  de patrones de actividad de estas células.
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A s î  es t u d i a d o s  Los resultados parece lôgico c o n s i d e ­
rar, por tanto, que este m ê t o d o  de s e n s i b i l i z a c i ô n  puede r é s u l ­
ter ut i l  en la d e t e r m i n a c i ô n  del pa r e n t e s c o  biolôgico, o al m e ­
nos antigénico, de los virus. También es preciso senalar que con 
e s p l e n o c i t o s  m u r i n o s  no hemos podido llevar a cabo las pruebas 
de n e u t r a l i z a c i ô n  de i n f e c tividad de los virus estimulantes 
da d o  la ausencia de m u I t i p l i c a c i ô n  de los mixov i r u s  en dichas 
c é l ulas de r a t ô n .
4. E f e c t o  del in t e r f e r ô n  exôgeno "in vivo" e "in vitro" sobre 
la resp u e s t a  i n m u n itaria del h u esped
Dado el gran nûmero de datos o b tenidos y los muchos 
e x p e r i m e n t o s  r e alizados de acuerdo con difer e n t e s  m o delos b i o ­
lôgicos de e s tudio "in vivo" e "in vitro", no es fâcil c o n s i d e ­
rar estos result a d o s  con u n a  v i s i ô n  unitaria del problema. Por 
tanto haremos di s t i n c i ô n  en nuestras c onsideraciones segûn se 
trate de e x p e r i m e n t o s  "in vivo" o "in vitro". Despuês, en el 
û l t i m o  apartado, se consi d e r a r â n  conjun t a m e n t e  al comparer to- 
das las r e s p u e s t a s  en funciôn de la e s pecie animal (aviar o 
murina) u t i l i z a d a  en el estudio.
4.1. Loi e^ ectoi "in v i v o "
Se e n sayaron desde dos puntos de vista; de este modo, 
segûn que se e s t u d i a r a  la respuesta b l a s t o g é n i c a  o la c i nética 
de apari c i ô n  de células i n m unocompetentes capaces de former 
IgM, podiamos obt e n e r  datos de 1 efecto del interferôn ex ô g e n o  
sobre las fases previas de p r o l i f e r aciôn linfoide o sobre los 
e studios finales en que aparecen ya s intetizadas las IgM.
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En el primer caso, a partir de animales previamente 
i n munizados y que habian recibido t r a t a miento o no con d i s t i n ­
tas dôsis de interferôn exôgeno, se obt i e n e n  los esplenocitos 
y se estudian sus respuestas frente a la a c t i v a c i ô n  por PHA y 
C o n  A. En estas condiciones se estu d i a n  las v a r i a c i o n e s  de i n ­
c o r p o raciôn de timidina segûn que se impla n t e n  o no t r atamientos 
previos a la inmun i z a c i ô n  primaria anti - S R B C  desde los 20 a 2 
dias antes. As! pudimos comprobar que, tanto en polios como en 
ratones, las respuestas frente a ambos m i t ô g e n o s  siguen p a t r o ­
nes a n â l o g o s , aunque la r e spuesta frente a Con A  sea siempre 
m â s  alta, lo cual puede ser d e b i d o  a la d i f e r e n t e  sensi b i l i d a d 
de los linfocitos T en ambas especies, ya que en ratones las 
diferencias son b a stante m e n o s  acusadas en todos los ensayos 
(Figs. 32 a 37) o a otras particularidades senaladas en el a p a r ­
tado 5.
En todos los casos se dét e c t a  una inhibi c i ô n  de grado 
v ariable sobre la b lastogénesis segûn las c i r c u nstancias e x p é ­
rimentales, aunque en todos los casos se a p recia la influencia 
de la dôsis y el m o m e n t o  de a dministraciôn del interferôn. Con 
lasdosis mâs elevadas (2.500 UI) aparece la m â x i m a  inhibiciôn 
(en todos los casos p racticamente entre los 14 y 16 dias pre v i o s  
a la inmunizaciôn) mientras que con dosis mâs p e quenas (500 y 
1.000) la in h i b i c i ô n  b l a s t o g é n i c a  de intensidad v a r i a b l e  se em- 
pieza a m a n i f e s t e r  hacia los 10 dias antes de la inmunizaciôn. 
Este fenômeno nos lleva a pensar que existe u n a  dosis ô p tima 
que estâ entre las dôsis de 1.000 y 2.500 U a la que se llega 
a d m i n i s t r a n d o  las concentraciones mâs altas d e spuês de un proce- 
so de d e g r a d a c i ô n  o bl o q u é e  del interferôn, que es c o ntinuado 
y que résulta menos patente en los intervalos inferiores a 6 dia; 
En cualquier caso el fenômeno nos parece de gran interés y mereci
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una mas d e t a l l a d a  atenciôn en sucesivos experimentos.
En cuanto a las v a r i a ciones que se aprecian c o n s i d e ­
rando la nat u r a l e z a  del interferôn, se han de destacar algunas 
p equenas dife r e n c i a s  de intensidad en los efectos antes a p u nta- 
dos, q u e  son algo mas patentes en polios que en ratones, cuando  
se c o m para a i s l a d a m e n t e  cada e x p e r i m e n t o  con el c orrespondiente 
e n d ôsis y dias de administraciôn; aunque en ratones, sin embargo, 
se ap r e c i a  que el interf e r ô n  inducido por LPS de B. m e l i t e n s i s 
es un i n hibidor men o s  acti v o  para las dôsis de 1.000 y 500 U.
Asi, u n a  vez mâs y desde otro punto de vista, aparece la noci ô n  
de una dosis ôptima que estaria som e t i d a  a m e nores v a r i a ciones 
en un g r a d o  de intensidad, segûn el m o m e n t o  de inoculaciôn y el 
animal de e n s a y o  utilizado.
E n c u a n t o  al efecto "in vivo" del interferôn exôgeno 
para los esta d i o s  finales de u n a  in m u n o - r e s p u e s t a  primaria 
anti-SRBC, fue compro b a d o  a través de las variaciones producidas 
en el numéro de células formadoras de IgM y precisamente sobre 
animales a los que se habia admi n i s t r a d o  antes de la inoculaciôn 
del antigeno (SRBC) d istintas dôsis de interferôn (500, 1.000 
y 2.500 U/10 gr peso vivo). En las pruebas sobre esplenocitos 
aviares, antes de comenzar los expe r i m e n t o s  définitives y dado  
que se trataba de una especie animal de la que no teniamos a n t é ­
cédentes de su c omportamiento, tuvimos que realizar unos e n sayos 
previos que nos perm i t i e r a n  establ e c e r  la dosis minima de a n t i ­
geno e r i t r o c i t i c o  para alcanzar u n a  inmuno - r e s p u e s t a  primaria 
idônea para n u estros propôsitos y también fijar las c a r a c t e r i s ­
ticas del comp l e m e n t o  a u t ilizar p u e s to que complemento aviar 
sôlo o de ratôn, o cobaya, no daban buenos resultados. Asi com- 
probamos que con dôsis superiores a 1 ml y con una concen t r a c i ô n
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de 8 X 10^ células no a p a r e c i a n  i n crementos de r e spuesta en 
el numéro de PFC, mie n t r a s  que dôsis ant i g é n i c a s  inferiores a 
los 6 X  10^ e r i t r ocitos p r o d u c i a n  respuestas mas bajas en las 
que despuês era mâs dificil medir las v ariaciones (Fig. 38).
En relaciôn con la naturaleza del complemento, de las cinco 
m u estras ensayadas m e z c l a n d o  c o m p l emento aviar y de eebaya 
(Fig. 39) obtuvimos los m e j o r e s  result a d o s  a n a d i e n d o  a 1 volû- 
m e n  de suero de polio 4 volûmenes de suero de cobaya y u t i l i z a n ­
do esta m e z c l a  como r e activo amboceptor. En estas condiciones de 
ensa y o  las Figs. 40 a 45, ambas inclusive, m u e s t r a n  que en p r e ­
sencia de interf e r ô n  se produce u n a  i nmunodepresiôn variable; 
a) en funciôn de la natura l e z a  y dôsis del in t e r f e r ô n  a d m i n i s t r a ­
do; b) de acuerdo con el m o m e n t o  en que se a d m i n i s t r a  el i n t e r ­
ferôn en r e laciôn con el m o m e n t o  de la inmunizaciôn; y c) segûn 
la e s pecie animal de ensayo.
Efectivamente, en todos los casos sin e x cepciôn a p a r e ­
ce una m a y o r  depre s i ô n  i n münitaria cuando se emplea interferôn  
v i r u s - i n d u c i d o  que cuando es t â  inducido p o r  end o t o x i n a s  y t a m ­
bién el tanto por ciento de r e d u c c i ô n  de PFC varia de acuerdo 
con la dôsis, pero segûn el m o m e n t o  de su i n o c u l a c i ô n  relativa 
al antigeno. Asi, cuando el in t e r f e r ô n  se ad m i n i s t r a  de 8 a 10 
dias (segûn los casos) antes del ant i g e n o  SRBC, se observa una 
p r o p o r c i o n a l i d a d  de la dosis y tanto por ciento de supresiôn; 
es decir, se podria es t a b l e c e r  m a  curva de dôsis respuesta para 
cada dia; pero cuando los interv a l o s  entre i n m u n izaciôn y trata­
mi e n t o  con interferôn son superiores a 10 dias no aparece s u p r e ­
siôn con 500 ô 1.000 U de interferôn, mie n t r a s  que con la dosis 
mas alta (2.500 U) hay un aumento en el tanto por ciento de r e ­
ducciôn de PFC que empieza a d i s m i n u i r  despuês de las dos sema- 
nas a p r o x i m a d a m e n t e . Esta curva de dis m i n u c i ô n  de la actividad 
i n m u nosupresora es mâs patente en ratones y para interferôn indu 
cido por NDV.
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Con polios la inmun o d e p r e s i ô n  es b a s t a n te menos acu- 
sada que en ratones, sobre todo con los interferones inducidos 
p o r  e n d o toxinas, y quizâ ello sea debido a que estos animales 
p o s e e n  un sistema bursal mas d e s a r r o l l a d o  y por tanto mas r é s i s ­
té n te a sufrir m o d i f i c a c i o n e s .
Lo que también parece claro en estos resultados es 
que a pesar de que el interferôn sea a d m i n i s t r a d o  en iguales 
dosis hay una di f e r e n c i a  de g r a d u a c i ô n  en su comportamiento  
entre el inducido por N D V  o los inducidos por LPS; ello se debe 
a q u e  el p r i m e r o  responde a una inducciôn en todas las células 
del o r g a n i s m e  mien t r a s  que los otros interferones son generados 
en linfocitos manteniendo, debido a este diverse origen, una 
d i v e r s e  activ i d a d  tanto biolôgica como en sus caracteristicas  
f i s i c o - q u î m i c a s . De todos modos, sea cual fuere su procedencia 
el i n t e r f e r ô n  es totalmente d e g r a d a d o  o i n activado por el o r g a ­
nisme h u e s p e d  en un tiempo var i a b l e  segûn la dôsis que se a d m i ­
nistre y para lograr una s u presiôn de la inmuno-respuesta a n t i - 
-SRBC que sea e f ectiva al cien por cien es necesario administrar 
una dôsis suficiente para que, aunque vaya siendo degradada por 
el huesped, se m a n t e n g a  la dôsis a c t i v a  minima durante 11 a 14 
dias segûn el animal de ensayo y el origen del interferôn.
4.2. PoA. ot\a paAtz, paA.a conoczà. toi e^ ec-toi "in oct^ o" del 
■cntz^f jZfLÔn, u t ilizamos esple n o c i t o s  de polios y ratones 
(previamente inmunizados "in vivo") y obten i e n d o l o s  del animal 
en el m o m e n t o  en que sabiamos que se enco ntraban en su mâxi m o  
de i n m u n o r e s p u e s t a , que para nuestras c o ndiciones expérimentales 
se produce entre el cuarto y quinto dia.
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Sobre estos cultivos de espl e n o c i t o s  con capacidad 
funcional (Figs. 46 y 47) demostrada, se ins t a u r a r o n  t r a t a m i e n ­
tos "in vitro" con las très dôsis de interferôn antes m e n c i o n a -  
das y se h i c i e r o n  actuàr durante interv a l o s  de 1 a 10 horas a 
4® C; al cabo de este tiempo, se d e t e r m i n a r o n  las v a r i a ciones 
para formar plaças h e m o l iticas (es decir células formadoras 
de IgM) y también los niveles de i n c o r p o r a c i ô n  de ^H-timidina 
en p r esencia de m i t ô g e n o s  (activaciôn p o l i c l o n a l ) . En todos 
los casos se e s t a b l e c i e r o n  lotes testigo con "falso" i n t e r f e ­
rôn .
En estos ensayos tuvimos oc a s i ô n  de comprobar que el 
e f ecto "in vitro" es s emejante al o b t e n i d o  "in vivo", a u nque m u -  
cho menos intenso, h a sta el punto de que dôsis inferiores a 
1.500 ü, segûn comprobamos, (datos no presentados) no produ c i a n 
ninguna acciôn sobre las células formadoras de plaças por anti- 
cuerpos IgM. Asi se c o mprueba que, en todos los casos ensayados 
con 2.500 U interferôn, siempre aparece una d e p r e s i ô n  de la 
i nmuno-re s p u e s t a  primaria anti-SRBC y que este efecto es v a r i a ­
ble segûn el origen del interferôn, el tiempo de contacto y el 
animal de ensayo.
Los e s p l e nocitos de polio, a igualdad de tiempo de 
con t a c t o  e f e c t i v o  (8 a 10 horas) , son mas resistentes -que los 
e s p l e nocitos de ratôn a la a c ciôn inmunode p r e s o r a  del i n t e r f e ­
rôn; antes apuntâbamos que podria ser d e b i d o  a dife r e n c i a s  de 
c o m p l e j i d a d  en el sistema inmunitario de ambas especies, pero 
también pensamos en que p o s i blemente existan d iferencias espe- 
cificas p articulares antre los mecani s m o s  de r egulaciôn de ambos 
sistemas i n m u n i t a r i o s .
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En  todos estos casos se aprecia que es mucho mâs 
efectivo el interf e r ô n  viral; y de los e n d o t o x î n - i n d u c i d o s , 
el menos a c t i v o  fué el corre s p o n d i e n t e  al LPS de Pseudomonas 
m i entras que en las pruebas in vi v o  el menos activo resultô 
ser el inter f e r ô n  inducido por LPS de Brucella. Una vez mâs 
también se a p recia "in vitro" la idoneidad de dôsis, tiempos 
de acciôn y de na t u r a l e z a  del interferôn.
C u ando la acci ô n  "in vitro" del i n terferôn sobre 
los estadfos tempranos de la resp u e s t a  inmune se mide en fun­
ciôn de la ac t i v a c i ô n  policl o n a l  (Figs. 48 y 49), se c o m p r u e ­
ba que la respuesta con PHA es m e nos intensa que la presen t a d a  
frente a Con A y el efec t o  mâs p a tente aparece en todos los 
casos despuês de co rtactos de 7 a 8 horas. En todas estas e x ­
periencias no se ha empl e a d o  la e s t i m u l a c i ô n  de linfocitos B 
por LPS con el fin de evitar la inte r v e n c i ô n  de otros factores 
derivados de que estas sustancias hayan sido también r e s p o n s a ­
bles de la indu c c i ô n  de interferôn.
Aunque la e s t i m u l a c i ô n  m i t o g é n i c a  fue claramente m e ­
ner en polios que en ratones (una vez mâs se mues tran las d i f e ­
rencias de especie) sin embargo, la inhibiciôn relativa de la 
respuesta fue s e m e jante en ambos casos e incluso c o nsiderando 
el patrôn tiempo ya que se o b s e r v a  un m â x i m o  de indiferencia 
en la acciôn a las 6 h o r a s ; también vemos que el orden de a c t i ­
vidad, de m a y o r  a m e n o r , fue interf e r ô n  viral seguido de i n t e r ­
ferôn inducido por LPS de B. m e l i t e n s i s  e interferôn inducido 
por P. a e r u g i n o s a . Este orden de m a y o r  a menor résulta ser el 
mis m o  que el que se obtuvo en las d e t e rminaciones "in vitro" 
empleando el m é t o d o  de in c o r p o r a c i ô n  de ^H-timidina. Sin e m b a r ­
go, i n s i s t i m o s , el orden que se ha obse r v a d o  en las pruebas
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"in vivo" fue el de interferon inducido por virus en primer 
lugar y va s e guido por interferôn inducido p o r  P. aeruginosa  
y luego por interferôn inducido por B. m e l i t e n s i s ; lo cual 
parece indicar q u e  pueden aparecer algunas d iferencias por 
la i n t e r venciôn de otros me c a n i s m o s  de i n m u n o - r e s p u e s ta en el 
o r g a n i s m e  "in v i v o " .
5. E f e c t o  de un inductor sintético de interferôn
En un es t u d i o  c o m p a rative de la produc c i ô n  de i n t e r ­
ferôn, sobre ratones y polios, parece o b ligado e n s a y a r  ademâs 
de inductores b i olôgicos del tipo mâs clâsico (virus y m o lécu- 
las e n d o t ô x i c a s ) , un inductor sinté t i c o  que, por otra parte, es 
el ûnico capaz de inducir interferôn por via oral y del que no 
tenemos not i c i a  de que haya sido u tilizado en aves. Ello nos 
hace pensar que este i n terferôn se produce, m u y  posiblemente, 
a través de e structuras linfoides de localizaciôn intestinal.
En rel a c i ô n  con esta hipôtesis, ya KR U E G E R  y M A E Y E R  en 1970, 
apuntciban la p o s i b i l i l a d  de que la tilorona a c tuara del mismo 
mod o  que los LPS, es decir sobre los linfocitos B y dando lugar 
a un i nterferôn de tipo I o clâsico, como parece deducirse sobre 
todo por su t e r m oestabilidad a pH 2; ello hace aûn m a s  intere- 
sante la pos i b i l i d a d  de o b server qué i n teracciones o relaciôn  
puede e x istir entre la produc c i ô n  de i nterferôn y la respuesta 
inmunitaria del huesp,ad.
Antes de nada fue nece s a r i o  conocer, tanto en polios 
como en ratones, cual es la respuesta normal en niveles de i n ­
terferôn que se pudieran producir como respuesta a tratamientos 
orales de dôsis ûnicas o por dôsis repetidas de 0,3 mg/10 gr.de 
peso vivo (administraciôn medi a n t e  sonda esofâgica) durante un
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intervalo de uno a cinco dîas; de este m o d o  cabe la posibilidad 
de relacionar la i n d u c c i ô n  de i n t e r f e r ô n  con la apariciôn del 
m â x i m o  de una i n m u n o r e s p u e s t a  p r imaria anti-SRBC que aparece al 
cuarto o q u i n t o  dîa despuês de la i n m u n i z a c i ô n  con eritrocitos 
de c a r n e r o .Con este fin se h a n  hecho pruebas en intervalos de 
uno a diez dias antes de la i n m u n i z a c i ô n  con estos eritrocitos, 
pero a p ortando la tilorona e n  el ag u a  de bebida en concentraciôn 
de 0,3 mg/ml de agua.
Llama la atenciôn el hecho de que no aparecîa disper­
siôn de resultados en las pruebas repetidas en los distintos 
animales que recibieron el tratamiento mediante el agua de be­
bida; ello significa que las dosis empleadas cubrian las necesi- 
dades mlnimas para inducir interferôn y que todos los animales 
al utilizar el agua "ad libitum", ingirieron volûmenes lîquidos 
normales con lo que no se llegaron a producir diferencias signi- 
ficativas en las respuestas.
Si consi d é r â m e s  los resultados e xpresados en las Figs. 
50 y 51 p a rece claro que la respuesta en la especie murina es 
superior a la aviar, sobre todo en cuanto se refiere a las dosis 
repetidas. Los patrones de c o m p o r t a m i e n t o  parecen ser seme jantes 
en ambos casos, ya que para los tratamientos con dôsis ûnicas, 
la m â xima respuesta se o b tiene a las 24 horas antes de la s a n g r î 6 
mientras que en los trata m i e n t o s  repetidos, el nivel m â ximo se 
obtiene cuando se a d m i n i s t r a  durante los cinco dîas, aunque en 
todos los casos este nivel sea i n ferior al que se obtenîa cuando 
la droga se a d m i n i s t r a  24 horas antes de la toma de muestra del 
suero. Con estos datos como base, se estudiaron las respuestas 
de i n ducciôn de i n t e r f e r ô n  asî como el nûmero de células i n m u n o ­
compe ten tes formadoras de IgM cuando los ratones se inmunizaron 
por vîa i ntraperitoneal con 0,1 ml de una sus p e n s i ô n  de eritroci- 
tcB é q u i v alente a 8 x 10^ células, en tanto que los polios fueron
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inmunizados por la m i s m a  via con 1 m l  de suspe n s i 6 n  8 x 10^ 
eritrocitos. Estes valores ban side siempre les m i smos en todos 
I d s  e x p é r imentes llevades a cabe en la r e a l i z a c i d n  de la p r e s e n ­
ce M e meria y de estas cantidades se ha sacade la censecuencia 
de que les pelles necesitan a p r e x i m a d a m e n t e  20 veces mes e r itre-  
cites que les ratenes para peder ebtener resultades h o m e l e g a - 
bles. Este calcule se ha llevade a cabe t e niende en cuenta una 
relaciôn de peso entre ambas especies animales.
En las pruebas cembinadas de e s t u d i e  de interf e r ô n  y 
de la actividad sebre la i n m u n e - r e s p u e s t a  déte r m i n a d a  per la 
p r e s e n c i a  de PFC y per la i n c e r p e r a c i ô n  de la timidina,
tedas las determin a c i e n e s  fueren efectuadas 96 heras mâs tarde 
de la inmunizacidn cen SRBC.
En estas cendicienes expérimentales, las Fi-^s. 5 2 y 
5 3 muestran un m a y e r  grade de respuesta g e neral en ratenes que 
en pelles, aunque en ambes cases (y dentre de cada especie) ne 
se aprecian diferencias en les niveles de i n t e r f e r ô n  y PFC para 
tratamientes superieres a les 6 d i a s ; es decir, después de que 
se ha alcanzade un nivel de s a t u r a c i ô n  en la f a r m acocinética de 
la tilerona y que lôgicamente .cerrespenden a una d e t e r minada 
dôsis del fârmace en suere. Desis, éstas, que ne e s t a b a  en 
nuestras p osibilidades determinar.
Per etra perte, t a mbién se ob s e r v a  que en les 4 p r i ­
mer es dias, en ratôn, exi s t e n  m a y eres niveles. r e latives de in­
ter ferdn que de respuesta en PFC; m i entras que en les dias 4 y 
5 (périodes que p a r ecen ceincidir cen el inte r v a l e  de maduracidn 
de les niveles m â ximos de respuesta anti-SRBC) se o b s e r v a  un
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cierto paralelisrao en los p a trônes de respu e s t a  para ambas 
e species y una vez mSs hacemos co n s t a r  que n u estro a porte 
en cuanto se refiere al estudio de la a c t i v i d a d  de la tiloro- 
na en aves es el primero que nos haya side dad o  e n contrar te- 
niendo e n  cuenta la b i b l i o g r a f i a  consultada.
De los expérimentes realizades parece confirmarse 
nuevamente, le que venimes apuntando de que existen peculiari- 
dades especificas diferenciadoras en la regulaciôn de la res­
puesta inmune de ambas especies,murina y aviar; y que esta va- 
riabilidad se manifiesta en las fases de maduraciôn de las dis­
tintas subpeblacienes linfoides, quizS per diferencias en la 
velecidad de transiciôn de unes estados de maduraciôn a otros 
de células mas especificas.
Cuande este m i s m e  esquema e xperimental se aplica a es- 
tadios tempranos de las células i n m u n e c ompétentes mid i e n d o  la 
respuesta p r e l i ferativa de los e s p l enocites en presencia de 
lectinas (Figs. 54 y 55), se ob s e r v a  que las intensidades de 
respuesta en ambes cases es m a y e r  para Cen A que para PHA, como 
ya hemes senalade a n t e r i e r m e n t e ; esta obs e r v a c i ô n  que, en p r i n ­
ciple, responsabilizaraes mâs a diferencias de purificaciôn de 
la PHA empl e a d a  (HOVI y cols., 1978) que al c o m p o rtamiento in- 
trlnseco de las células ha q u e d a d e  rel a t i v a m e n t e  aclarado en el 
reciente trabaje de LAS SILA y cols. (1979) sobre genética de 
pelles quienes de m u e s t r a n  que la P H A  produce diferentes grades 
de respuesta que depende de la d o t a c i ô n  g e nética del animal 
incluse d e ntre de la misma raza; mie n t r a s  que la Con A da lugar; 
siempre, a respuestas de la misma magnitud. Y por otra parte, 
en todos los casos résulté ser m a yor la respuesta relativa 
"tratados/no tra t a d o s " en los primeres 5 dias ya que después.
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a p a r t i r  del sexto dia, no existen desfases sea cual fuere la 
e s p e c i e  animal considerada. Elio abona tambiên la h ipôtesis 
de q u e  las posibles d i f e r encias en el m é c a n i s m e  de r egulaciôn  
se prod u z c a n  en las fases tempranas antes de llegar al estado 
m a d u r o  y también que estas d i f e r encias se p r o d u z c a n  en los lin- 
focitos B ,(p u e s to que con m i t ô g e n o s  de células T no se aprecià) 
o a nivel de los T supresores que es una p o b l a c i o n  p e quena de n -  
tro de los timocitos y cuya a c tividad no se puede m e d i r  por 
este p r o c e d i m i e n t o . Es n u e s t r o  p r o p é s i t o  d e s c a r t a r  esta posibi- 
lidad medi a n  te el ensayo de inhibidor^^s de p r o s t a g l a n d i n - s i n  te- 
tasa con lo que si estas dif e r e n c i a s  d e penden de los T s u p r e s o ­
res se pondrân mâs de m a n i f iesto; en el caso de que e s to no 
s u cediera que d a r i a  mâs claro que las d i ferencias se deben a un 
d i s t i n to m e c a n i s m o  de regula c i é n  en el sistema bursal, lo cual 
es bas tante légico si se tiene en c u enta las dife r e n c i a s  ontogé = 
nicas del sistema inmune en ambas especies a n i m a l e s .
En todo caso la i n d u c c i ô n  de interf e r ô n  por tilorona 
produce una exa l t a c i ô n  en la inmun o r e s p u e s t a  q u e  se r e fleja en 
el a u m e n t o  del nûmero de PFC o en la r egpuesta b l â s t i c a  de los 
e s p l e n o c i t o s , resultados que c o i n c i d e n  con los de LING y KAY 
en 1975 y los de GIBSON y cols, en 1976 ef e c t u a d o s  sobre r a tones
6. E f ecto de un inmunosupresor
Has t a  a h o r a , los efectos inmuno s u p r e s o r e s  de la ciclo- 
fosfamida (CY) han sido p r e f e r e n t e m e n t e  estudi n d o s  sobre m o delos  
inmunolôgicos de h i p e r s e n s i b i l i d a d  retar d a d a  pero no hemos en- 
contrado ningfîn antecedente -excepte nuestras propias e x perien- 
cias previas (RONDA y cols. 1978)- en las que se p o n g a también 
en juego el papel del virus y u n a  respuesta interferôn. De aqui 
nuestro interés por est u d i a r  este problema, m â x i m e  euando parece
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c o m p r o b a d o  que la p r e s e n c i a  de fârmacos inmunosup r e s o r e s  puede 
dar lugar (segûn las circuns t a n c i a s  expérimentales) a efectos 
par a d ô j i c o s  de i n m u n o e s t i m u l a c i ô n  (LAGRANGE y cols. 1974; AS- 
KENASE y cols. 1975; KATZ y cols. 1979).
Antes de poner en p r â c t i c a  nu e s t r o  mode l o  e x p e r i m e n ­
tal (Fig. 66) inten t â m e s  conocer otras posibles v a riantes de 
respuesta que pud i e r a n  est a r  condic i o n a d a s  por el animal de e n - _ 
sayo, la n a t u r a l e z a  del virus ind u c t o r  y la m o d a l i d a d  del trata- 
m i e n t o  con C Y . As! se vé que cuando existen infecciones previas 
por VSV y NDV, t a n to en polios como en ratones, se observa una 
d e p r e s i ô n  de la i n m u n o r e s p u e s t a  p r imaria anti-SRBC que se m a n i -  
fiesta, en ambos casos, cuando la i noculaciôn del virus ha teni- 
do lugar mâs de 24 horas antes de la o b t e n c i ô n  de los e s p l e n o c i ­
tos ; sin embargo, este e f ecto i n m u n o d e p r e s i v o  tiende a desapa- 
recer en las i n f e c ciones virales de polios cuando estas se p r o ­
duce n a las 12 horas antes de la o b t e n c i ô n  de dichas células.
De este efecto inmunodepresivo, en la b i b l i o g r a f i a  consultada 
sobre virus no oncogénicos, no hemos e n c o n t r a d o  m e n c i ô n  alguna 
en cuanto se refiere al VSV, m i e n t r a s  que MEDZ O N  y VAS en 1964 
estudian la ause icia de a c t i v i d a d  de la PHA sobre linfocitos 
tratados "in vitro" con NDV, a p a r e c i e n d o  también una cierta 
reduccién de anti c u e r p o s  en esple n o c i t o s  de conejo.
En los result a d o s  se aprecia c laramente que el sistema 
inmunitario del rat é n  es mâs sensible que el de polio al efecto 
depresivo por infeccién con VSV y NDV (Figs. 56 y 57) y por 
otra parte, también se o b s e r v a  que el p r imero de e s t o s virus 
(VSV) es menos i n m u n o s u p r e s o r  pese a no estar t e r m o i n a c t i v a d o .
Estas d e p r e s i o n e s  por virus, g e n e ralmente o n c o g é n i ­
cos, ya h a b i a n  sido an t e r i o r m e n t e  estudiadas, pero su m e c a n i s m o
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no parece claro en todos los casos dado que las infecciones  
virales pueden afectar con distinta i n tensidad y a diferentes 
n i v eles las respuestas inmunolôgicas del huesped. En general, 
en las infecciones por virus oncogénicos, se puede co n s i d e r a r  
que los agentes etiolégicos actdan c rénicamente e intervienen 
como un factor mas en tumorogénesis o en la p a t o g énesis de cier= 
tas a u t o a g r e s i o n e s .
Cuando sobre estos m i s m o s  m o d e l o s  de i n muno-res pue s ta 
a nti-SRBC con una infeccién viral y u x t a p u e s t a  de 1 a 5 d i a s , se 
hace intervenir a la CY en un tratamiento üni c o  que precede en 
24 horas al a n tigeno e r i t r ocitico (SRBC) (Figs. 58 y 59), se 
o b s e r v a n  efectos i nmunodepresores de m e n o r  i n tensidad aunque 
anâlogos en su modalidad; es decir, estos efectos son tanto mas 
intensos cuanto mâs d i s t a nciada estâ la i n o c u laciôn del virus de 
la obten c i é n  de los e s p l e n o c i t o s ; o lo que es lo mismo, cuanto 
m a y o r  es el tiempo de accién viral para los intervalos que se 
consideran, m a y o r  es la i n m u nosupresién que se produce, aunque 
siempre sea m e n o r  cuando dosis bajas de CY (20M_g) se asocian 
a la infeccién por virus. De este m o d o  se compr u e b a  que, en 
animales i nmunodeprimidos por una dosis de c i c l o f o s f a m i d a , el 
efec t o  del virus sobre la respuesta de PFC es m e n o r  sin cjue po- 
daraos interpretar por el m omento cual es el m e c a n i s m o  de 1 fené- 
m e n o .
Al c o mprobar este efec t o  de la CY sobre la a c c i é n  del 
virus, en cuanto a la respuesta de PFC, quisimos a m p l i a r  aûn 
mâs el periodo de obse r v a c i ô n  (hasta 8 dias antes de la i n o c u l a ­
ciôn del antigeno SRBC) y ademâs, por otra parte, c o n o c e r  el 
efecto de la CY a s o c i ândola al virus con lo que el e f e c t o  supre- 
sor del fârmaco siempre estaba con la m i s m a  int e n s i d a d  relativa
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frente al virus y tan s6lo v a riaba la o b s e r v a c i ô n  en relaciôn 
con el m o m e n t o  de i noculaciôn del a n t i g e n o  SR B C  (Figs. 60 y 
61) . Este tipo de e x p e r imentos nos p e r m i t i e r o n  comprobar, no 
sôlo el e f ecto paradôjico de la CY, comp a r a d o  con la acciôn 
i n m u n o s u p r e s o r a  del virus, sino también hacer m u c h o  mâs patente 
las d i f e r e n c i a s  de c o m p o r t a m i e n t o  entre ambos virus.
Si se o b s e r v a n  las F i g s . 56 y 57, en las que el NDV 
résulta mâs e f e c t i v o  como supresor de la i n m u norespuesta y se 
comp a r a n  con las F i g s . 60 y 61, q u e d a  bien demost r a d o  que el 
NDV es también el mâs s e nsible a la acciô n de la CY, hasta el 
pun t o  de que 24 horas d e spués de la i n yecciôn del antigeno SRBC 
ya no aparece i n m u n o d e p r e s i ô n  algu n a  cuando se asocia el agente 
al q u i l a n t e  a la infecciôn v i r a l .
Un efec t o  s e m e jante a lo o b s e r v a d o  en polios se en- 
cuentra en los exper i m e n t o s  con ratones, aunque se aprecia mâs 
i n t e n s a m e n t e  la i n flexiôn de la curva de la respuesta en p r e ­
sencia de c i c l o f o s f a m i d a  a los 4 dias antes de la o b tenciôn de 
los espl e n o c i t o s  y preci s a m e n t e  coinc i d i e n d o  con la inoculaciôn 
del a n tigeno eritr o c i t i c o  (Figs. 62 y 63). C u a n d o  se hace coin- 
cidir el t ratamiento ci c l o f o s f a m i d i c o  con la infecciôn viral en 
ratones, se p r o d u c e n e f ectos anâlogos a los observ a d o s  en polios 
aunque las d iferencias de c o m p o r t a m i e n t o  entre V S V  y NDV r é s u l ­
ter on ser m e n o s  acusadas (Figs. 64 y 65).
D is p o n i e n d o  de estos datos se disenô un m o delo e x p e ­
rimental en el que se u s a b a  una sôla dosis de CY a tiempos v a ­
riables de 1 a 6 dias antes de la i n m u n i z a c i ô n  anti-SRBC o de 
la inducciôn de i nterferôn por NDV o endotoxina y después se 
m e d i a n  los efectos supresores en sus m o mentos de m â x i m a  respues-
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ta en condiciories n o m  a i e s , es decir en los dias +4 y +5 para 
las UFPH y a las 6 horas para los niveles de interferôn (Fig . 
66) . De este m o d o  se ensaya, e f e c t i v a m e n t e , la posible acciôn 
supresora en ambos sistemas sobre polios reciéri nacidos o con 
2 meses de edad con el f i n  de c omprobar las v a riaciones c o n d i ­
cionadas por las d i f e r encias del e s tado de desarr o l l o  del s i s ­
tema inmunitario.
AsI, en rel a c i ô n  con el efecto de la CY sobre la r e s ­
p uesta inmunitaria nos e n c o n tramos que, en polios recién n a c i ­
dos y para las très dosis de CY en los dias 4 y 5 después de 
la inmunizaciôn, es cuando se p r oducen los v a lores mâximos de 
respuesta i nmunitaria (Fig. 67). Co m p a r a n d o  los niveles de UFPH 
que aparecen en condiciones normales con los resultados obteni- 
dos después de los distintos t r a t a m i e n t o s , se puede comprobar 
que con dosis de 100 y 50 m g  se p r oduce una inmu n o s u p r e s i é n  t o ­
tal en* todos los casos, m i e n t r a s  que para la dos i s  de 20 mg se 
aprecian inhibiciones parciales del 60 al 70% de la i n m u n o r e s ­
puesta normal. Esta i n m u n o s u p r e s i é n  se m a n tiene invariable, sea 
cual fuere el intervalo de tratamiento con CY, en los 5 dias 
e s t a b l e c i d o s , antes de la inoc u l a c i ô n  de los erit r o c i t o s  de 
c a r n e r o .
Cuando la exp e r i e n c i a  se realiza sobre polios de 2 
meses de edad, de cuyos resultados da idea la Fig. 68, se p r o ­
duce como en el caso anterior, una clara i n h i b i c i ô n  para dosis 
de 100 y 50 mg m i entras que con la dosis de 20 m g  se obtienen 
los resultados p a r a d éjicos y v a riables que se v e n  en la figura 
citada. Efectivamente, aparece una leve inhibi c i ô n  para i n t e r ­
valos de tratamiento entre los dias 3 y 5 antes de la i n m u n i z a ­
ciôn y también un curioso fenômeno de i n m u n o e s t i m u l a c i ô n  cuando 
estos tratamientos con 20 mg de CY p r e c e d i e r o n  tan sôlo en 24
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a 48 horas a la inmunizaciôn. Estos resultados, cabria i n t e r p r e ­
tar los b a j o  el s u puesto de una distinta s e n s i bilidad a los a g e n ­
tes a l q u i l a n t e s  de las diferentes s ubpoblaciones de linfocitos 
i n m u n o c o m p é tentes (POUPON y cols. 1978) que, para d e terminadas 
dôsis e i n tervalos de tratamiento, parecen a f e ctar mâs a la po- 
b l aciôn de linfocitos T supresores (DEERE y cols. 1976; DUCLOS 
y cols. 1977 ; KOLB y cols. 1977 ; LAGR A N G E  y cols. 1974; SCHWARTZ 
y cols. 1976, -VAN P U TTEN y LELIEVELD, 1970) . Este hecho p u d i e r a - 
ser seme jante al obse r v a d o  por otro g r u p o  de n u estro Instituto 
con i n hibidores de la p r o s t a g l a n d i n -sintetasa (BARASOAIN y cols. 
1978) .
En la Fig. 69 observamos la respuesta de interferôn
frente a N D V  y LPS de B. m e l i t e n s i s  y Pi a eruginosa como induc-
tores; se p u eden a p r e c i a r  los niveles normales a l canzados sin 
CY, que son me n o r e s  para los LPS y de ellos el mâs bajo nivel 
corresponde a LPS de B. m e l i t e n s i s . C u a n d o  estos polios recién 
nacidos re c i b i e r o n  los t r a t a mientos con 50 ô 20 mg/kg, se p u e ­
de ver para la i n ducciôn con NDV, que si la dosis con el agente
alquilante se admini s t r a  5 dfas antes de la inducciôn se o b t i e ­
nen resultados anâlogos a los c o n s e guidos cuando se administra 
el fârmaco 24 horas antes ; m i entras que para la inducciôn con 
LPS se o b t i e n e n  niveles de interferôn ligeramente mayores a 
los 5 dias que a las 24 horas. Estos niveles v a n  disminuyendo 
del cuarto al segundo dia de tratamiento previo y siendo prâc- 
ticamente iguales los valores obtenidos entre el segundo y ter- 
cer dia antes de la inducciôn.
C u a n d o  se c o n s i d e r a n  los resultados corres p o n d i e n t e s 
a las 24 horas en funciôn de las o btenidos anteriormente, se 
aprecian niveles de i nterferôn ligeramente superiores para la 
inducciôn por M,DV, mie n t r a s  q ve los niveles obtenidos con induc-
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ciôn por LPS se mantienen en un estado de depresiôn semejante 
al observado en los très dias anteriores. Todo ello parece se- 
nalar que: i) la naturaleza de la inducciôn (segdn sea NDV ô 
LPS) influye en sus posibilidades de depresiôn; i i) que en los 
casos de inducciôn de interferôn por infecciôn viral los linfo­
citos productores de interferôn parecen empezar a recuperarse 
de la depresiôn cuando el tratamiento ha sido instaurado 5 dias 
antes ; iii) también, en los casos de inducciones por NDV, résul­
ta que tratamientos ciclofosfamidicôs, instaurados 24 horas an­
tes no son tan drâsticos como los de 4 8 horas antes de la induc­
ciôn. Este intervalo parece ser el ôptimo para condicionar una 
depresiôn de interferôn por CY; iv) no existen diferencias re- 
presentativas entre los valores obtenidos para ambas dosis de 
CY en cuanto a su efecto depresor del interferôn y v) la induc­
ciôn por LPS resultô ser mâs sensible y duradera a la depresiôn 
con CY. Quizâ esto se origine por desequilibrio en los procesos 
de regulaciôn del sistema inmunitario, dado que el inductor 
empleado, en estos casos, es a su vez mitôgeno especifico para 
linfocitos B, que también a su vez resultan ser los mas afecta- 
dos por el fârmaco inmunosupresor.
Cuando este mismo protocole experimental se aplica a 
polios de 2 meses de edad (Fig. 70) se puede ver que no existe 
diferencia alguna en funciôn de las dosis de CY y también que 
la inducciôn de interferôn en animales de esa edad no résulta 
afectada por el tratamiento ciclofosfamidico para los interva­
los establecidos entre 1 y 5 dias. Esta diferencia de comporta­
miento con lo observado para polios recién nacidos nos hace pen- 
sar que los niveles de interferôn encontrados corresponden a 
los producidos por otras células distintas de las linfocitarias.
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7. Variaciones en funciôn de las caracteristicas del sistema 
inmunitario del huésped
Como se puede ver, a lo largo de la exposiciôn de 
resultados, hemos ido estableciendo experimentos comparativos 
entre polios y ratones para los distintos modelos biolôgicos 
usados en nuestro protocolo experimental. De aquî que en este 
momento podamos considerar las posibles diferencias observadas 
en cada caso.
En efecto, en cuanto a la inducciôn de interferôn 
cabe admitir que en ambos sistemas aviar y murino son semejan­
tes las respuestas independientemente del inductor que se considp 
re: virus, endotoxina o tilorona; aunque pueden aparecer dife­
rencias de intensidad en el nivel de la respuesta y que ésta 
siempre aparece mayor en ratôn que en polio, correspondiendo 
la mâxima diferencia a la inducciôn con tilorona y la minima 
a la inducciôn con endotoxinas.
Valorando comparativamente esta respuesta cuando 
existe una virus-sensibilizaciôn previa hemos encontrado ti- 
tulos de interferôn muy semejantes en esplenocitos de polios 
y ratones y también, en ambas especies se observaron otras 
analogias de comportamiento representadas por los incrementos 
en el titulo de interferôn cuando media una virus-sensibili za­
ciôn sobre todo cuando se efectua la estimulaciôn desencadenan- 
te con virus inactivados. T anto en uno como en otro tipo de 
especie se utilizaron también pruebas testigo de estimulaciôn 
linfoblâstica mediante lectinas y los resultados sirvieron 
analogamente como buenos patrônes de actividad celular en la 
incorporaciôn de ^H-timidina. Sin embargo la comparaciôn entre 
ambos tipos de esplenocitos aviares y murinos no se pudo llevar
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hasta el punto de estudiar las relaciones de parentesco entre 
los distintos virus por la ausencia de muItiplicaciôn de los 
mixovirus en células nurinas.
Cuando se estudian las interacciones entre interferôn 
e inmunorespuesta se observa, tanto en polios como eri ratones, 
un efecto inmunodepresor variable producido por el interferôn 
sobre las células del huesped que -aunque depende del tiempo 
de contacte, naturaleza del inductor y dosis empleada- siempre 
aparecen mâs resistentes a la acciôn del interferôn los espleno­
citos de polio que los: murinos. Por otra parte, si comparâmes 
los comportamientos celulares obtenidos por expérimentes "in 
vitro" a través de la;; variaciones de estimulaciôn policlonal 
vemos que las respuesfas mitogénicas son claramente mas bajas 
en polios que en ratones, aunque la inhibiciôn relativa de la 
respuesta fuera semejante en ambos casos tanto en intensidad 
como en modalidad segün el tipo de inductor empleado. Todo ello 
puede ser debido no sôlo a particularidades en la compiejidad 
del sistema inmunitario sino también a diferencias en los meca- 
nismos de regulaciôn en ambos modelos animales; recientes estu- 
dios sobre variaciones en el comportamiento de la actividad 
antiviral del interferôn (SQIELLEKENS y cols. 1979) dependiendo 
del huésped podrian explicar, a su vez, las diferencias de gîrado 
en la inmunorespuesta.
La inducciôn de interferôn mediante tilorona también 
constituyo un excelente modelo biolôgico para comparer patrones 
de comportamiento; en este tipo de ensayos siempre la respuesta 
en la especie murina Eue claramente superior a la aviar, sobre 
todo en cuanto se refiere al empleo de dosis repetidas aunque 
los patrones de comportamiento sean semejantes tanto en la in­
ducciôn de interferôn como en las relaciones de éste con la res­
puesta inmuni taria de), huesped.
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Para este tipo de ensayos se comprobô que los polios 
precisaban una dosis inmunizante superior (en una unidad logarit- 
mica) que los ratones para conseguir respuestas homologables en­
tre ambas especies. Como diferencias particulares a destacar se 
aprecia que, en ratôn, aparecen mayores niveles relatives de in­
terferôn que de respuesta en PFC en los 4 primeros dias subsi- 
guientes a la inmunizaciôn, aunque desde el punto de vista gene­
ral se puede afirmar que la tilorona produce una exaltaciôn en 
la inmunorespuesta tanto en polios como en ratones; hecho que, 
en estos ultimos, ya habla sido sehalado tambiên por LING y KAY 
(1975) y por GIBSON y cols. (1976) .
Finalmente, sobre modelos biolôgicos inmunosuprimidos, 
se aprecia que el sistema inmunitario murino es mâs sensible 
que el aviar a depresiones por virus y cuando se hace intervenir 
a la ciclofosfamida se producen efectos inmunodepresores de menor 
intensidad e incluse una paradôjica inmunoestimulaciôn dependien­
do de la dosis del agente alquilante y el intervalo que media 
entre la administraciôn y el momento de la inmunizaciôn anti- 
-SRBC. Este tipo de efectos se observa tanto en polios como en 
ratones, aunque en éstos dltimos se aprecia una inflexiôn mâs 
acusada en la curva de respuesta ciclofosfamidica (Figs. 62 y 63) 
Todo ello nos lleva a pensar que el mecanismo de sintesis de in­
terferôn es anâlogo en polios y ratones, apreciândose efectos 
biolôgicos de variable intensidad que dependen de otras particu­
laridades de la relaciôn virus-huesped, y por otra parte, se 
aprecian algunas diferencias mas especificas de comportamiento 
que parecen depender de algunas peculiaridades de los mecanis­
mo s de regulaciôn, sobre todo si se consideran las interacciones 
entre interferôn y respuesta inmunitaria del huésped en las que 
no sôlo intervienen diferencias en la organizaciôn del sistema
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inmune sino también en posibles factores inmunomoduladores de 
las respuestas. Considérâmes que estas diferencias deben pro- 
ducirse en las fases mas tempranas de la inmunorespuesta, aunque 
este supuesto requiere una confirmacién mâs definitiva.
VI. RESUMEN Y CONCLUSlONES
Asl, después de realizar una amplia investigaciôn 
bibliogrâfica en la que se resumen los conocimientos actuales 
relativos a los Mixovirus como antîgenos y agentes inductores 
de interferôn y otros muchos datos referentes a las propiedades 
quîmicas y biolôgicas del interferôn se ha planteado un proto­
colo experimental que nos permitiera aportar nuevos datos al 
conocimiento de la problemâtica de inducciôn del interferôn en 
aves asi como los efectos de esta glicoproteina sobre la respues­
ta inmune del huesped. También por otra parte se han obtenido 
resultados, en experimentos paralelos sobre ratones, con el fin 
de tener informaciôn sobre las posibles diferencias de comporta - 
miento frente a una infecciôn viral condicionadas por diferen­
cias entre el sistema inmunitario del huésped y consecuenternente 
sobre los mecanismos reguladores de ambas respuestas, tanto de 
la producciôn de interferôn como de la inmunitaria.
Y después de analizar y considerar los diferentes re­
sultados obtenidos cabe establecer las siguientes conclusiones:
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1 Estudiada la viabilidad y supervivencia de fibroblastos de 
polio se distinguera très fases en la curva de crecimiento y 
se fija como periodo idôneo el de 24 - 48 horas después de 
su preparacién por su menor dispersiôn de resultados y por 
no apreciarse aün degeneraciôn del cultivo celular.
2.- Ensayos de viabilidad y supervivencia de células de Linea,
L 929, de ratén mostraron su mejor capacidad para la pro- — 
duccién de interferôn, en nuestras condiciones expérimenta­
les, a los très dias de cultivo.
3.- Estudiada la vitalidad de 64 lotes de membrana corialantoi- 
dea se comprobô que el periodo de 12 a 36 horas después de 
su puesta en medio nutritive adecuado es el idôneo para de­
terminar el grado de una infecciôn viral por mixovirus me- 
dido por su poder hemaglutinante.
4.- Determinada la actividad biolôgica de FPV e influenza (or- 
thomixovirus) y NDV y Sendai (paramixovirus) sobre fibroblas­
tos de embriôn de polio se encontraron como dosis infectivas 
ôptimas 6 x 10^ a 1 x 10 ^  DICT, sin que apareciera diferen­
cia alguna en el grado de infectividad entre ambos grupos de 
virus.
5.- Se estudia la termosensibilidad viral (a 37° C y valores de 
pH 6 y 7,2) mediante ensayos de poder citopâtico y hemaglu­
tinante sobre medio desprovisto de células, encontrandose quf 
los cuatro mixovirus ensayados pierden su poder infective a 
las 4 8 horas mientras que su poder hemaglutinante sufre un 
descenso en las primeras 24 horas y se mantiene invariable 
después.
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6.- La inducciôn de interferôn "in vivo" sobre polios, efectua-
da con VSV y NDV diô lugar a niveles en suero de 90 y 1.800
U respectivamente.
7.- Cuando la inducciôn "in vivo" en polios se efectûa con en­
dotoxinas se obsevaron niveles de interferôn algo mâs bajos 
que los conseguidos con NDV y siempre proporcionales a la 
dosis de LPS utilizada.
8.- Por primera vez se ha estudiado sobre polio la inducciôn 
de interferôn por tilorona. Tratamientos orales (0,3 mg/
10 gr peso vivo) de tilorona dieron niveles muy altos de 
interferôn (3.200 U) .
9.- Inducciôn "in vitro" sobre fibroblastos de polio con NDV 
y endotoxinas de Pseudomonas y Brucella dieron resultados 
de 1.200, 760 y 680 U respectivamente.
10.- Cuando la inducciôn "in vitro" se efectûa sobre esplenoci­
tos de polio con los très inductores anteriormente citados
encontramos titulos de interferôn aviar de 500, 320 y 240 
U respectivamente.
11.- La inducciôn "in vitro" sobre esplenocitos de polios previa- 
mente sensibilizados "in vivo" con NDV ô FPV dieron lugar
a incrementos en los titulos de interferôn que en ocasiones 
alcanzan a un 300% especialmente cuando la inducciôn se efec- 
tuaba con el virus homôlogo.
12.- Cuando esta inducciôn "in vitro" previa sensibilizaciôn de 
los animales donadores de los esplenocitos se realiza de
unaimanera cruzada se pueden obtener datos sobre el parentes-
300
CO bioquimico y biolôgico entre los virus sensibilizantes 
y los inductores.
13.- En las pruebas de neutralizaciôn cruzada entre NDV y FPV 
se comprobô, una vez mâs, el parentesco antigénico aunque 
conservando cada virus una gran especificidad inmunobiolô- 
gica ya que tratamientos homologos de très semanas de sen- 
sibilizaciôn eran capaces de inhibir totalmente la infecti- _ 
vidad del virus inoculado.
14.- Asimismo y con propôsitos comparatives se han realizado en­
sayos de inducciôn de interferôn en ratôn con NDV, endotoxi­
nas y tilorona y se ha comprobado un comportamiento anâlogo 
al observado en polios ya que los mâximos niveles se obte- 
nian con tilorona y los menores con endotoxinas de Brucella, 
aunque en todos los casos aparecian niveles superiores a los 
aviares.
15.- También cuando sobre esplenocitos de ratôn realizamos expe- 
riencias de inducciôn de interferôn, previa sensibilizaciôn 
del animal observamos anâlogo comportamiento que en polio 
aunque alcanzandc niveles algo superiores.
16.- En estudios "in vivo" relativos a la acciôn del interferôn 
sobre la respuesta inmune anti-SRBC en polios se utilizô 
la blastogénesis para ver los efectos sobre las fases tem­
pranas proliferativas apreciando una clara actividad inmu­
nosupresora que es proporcional a la dosis de interferôn y 
dependiente de la lectina utilizada.
17.- En estas experiercias de transformaciôn blâstica en presen­
cia de interferôn se comprobô que el grado de inmunodepre­
siôn varia en funciôn de la naturaleza y dosis del Interfe­
rôn, asl como del intervalo previo a la inmunizaciôn.
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18.- Cuando estudiamos este efecto "in vivo" a nivel de expresiôn 
final de la inmunorespuesta mediante determinaciôn de cêlu- 
las formadoras de IgM encontramos un efecto inmunosupresor 
en todos los casos pero con un nivel acusadamente superior 
en presencia de interferôn NDV -inducido en relaciôn con 
los endotoxin-inducidos. Asimismo en todos los casos se 
observa que este efecto supresor estâ condicionado a la 
dosis de interferôn y al periodo de acciôn en relaciôn con 
el momento de la eritroinmunizaciôn.
19.- En todos los casos en que se emplearon esplenocitos aviares 
fue precise utilizar, para estas pruebas de determinaciôn 
de PFC, mezclas de complemento de polio y cobaya a propor- 
ciôn de 1 a 4 (v/v) para obtener las mâximas respuestas
de caracter invariable.
20.- El ôptimo de depresiôn de inmunoresppesta por la inoculaciôn 
de interferôn en polios se consiguiô con 2.500 U/10 gr de 
peso vivo y entre los dias 14 y 16 antes de la inmunizaciôn 
anti-SRBC, sea cual fuere la naturaleza de 1 interferôn.
21.- Este efecto "in vivo" se produce igualmente en ratôn, excep­
te en que aparecen los mâximos de depresiôn entre los 11 y 
12 dias previos a la inmunizaciôn cuando se trata de inter­
ferôn endotoxin-inducido y que este efecto depresor empieza 
a disminuir a los 15 - 16 dias antes de la inmunizaciôn.
22.- También se plantearon experimentos "in vitrei" para conocer 
el efecto del interferôn sobre la respuesta inmune de polios 
y se comprueba sobre las células formadoras de IgM que tan 
sôlo se obtienen efectos de tipo depresor con dosis de 2.500 
U/ml y que la intensidad de este efecto es variable segûn la
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naturaleza del interferôn y del tiempo de contacto "in 
vitro", obteniendose las mâximas depresiones después de 
7 horas de contacto de esplenocitos e interferôn.
23.- Los efectos "in vitro" del interferôn sobre la capacidad
de transformaciôn linfoblâstica de los esplenocitos de 
polio demostraron que esta acciôn depresora se produce 
también err las fases iniciales de proliferaciôn linfoide, 
siendo mâxima esta depresiôn a partir de las 8 horas de 
contacto e independientemente del mitôgeno que se utilice; 
asimismo se observan algunas diferencias en la intensidad 
del fenômeno dependientes de la naturaleza del interferôn.
24.- También sobre ratôn se han estudiado, comparativamente,
"in vivo" e "in vitro" las relaciones entre interferôn y
respuesta inmune observando comportamientos anâlogos aunque 
encontrando que la depresiôn, tanto "in vivo" como "in vitro' 
era mucho mâs intensa que en polio. Por otra parte existen 
mayores diferencias entre respuesta frente a Con A y PHA en 
polio que en ratôn.
25.- Estudiada la inducciôn de interferôn con tilorona en polios 
en administraciôn durante 10 dias antes de la inmunizaciôn 
con SRBC, y su influencia en la inmunorespuesta "in vivo" 
comprobamos, después de fijar las condiciones ôptimas de 
tratamiento, que el mâximo de interferôn aparece a partir 
de la cuarta dosis de la droga mientras que el mâximo de 
respuesta inmune aparece a partir de la sexta dosis.
26.- Cuando este efecto de la tilorona se mide en funciôn de la 
incorporaciôn de ^H-timidina en esplenocitos de polio se 
comprueba que el mâximo de respuesta aparece también al cabo
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de los 6 dias de tratamiento tanto en las células estimula- 
das con mitégenos (Con A y PHA) como en los testigos sin 
lectinas.
27.- Al comparar el efecto de la tilorona en experimentos con 
ratones nos encontramos, al igual que en polios, una inmu­
noes timulaciôn cuyo mâximo nivel aparece tanto sobre PFC 
como sobre transformaciôn linfoblâstica al cabo de los 6 
dias de tratamiento.
28.- Con nuestros experimentos parece suficientemente claro 
que la administraciôn de interferôn exôgeno inducido por 
métodos clâsicos produce una inmunodepresiôn mientras que 
la administraciôn directa del inductor sintético (tilorona) 
ademâs de originar altos niveles de interferôn es capaz de 
producir una potenciaciôn en la inmunorespuesta, que varia 
en intensidad segün el momento de administraciôn del induc­
tor y del antigeno SRBC.
29.- La producciôn de interferôn con NDV o endotoxinas en polios 
tratados con ciclofosfamida revelô claramente la influencia 
de la edad del animal, ya que en polios de 2 meses de edad 
no se observô efecto alguno sobre los niveles de interferôn 
cualquiera que fuese el inductor, mientras que en polios 
recien nacidos se observan grados variables de inhibiciôn 
en la sintesis de interferôn que dependen de la dosis de 
ciclofosfamida (20 ô 50 mg/kg de peso vivo), del inductor 
(NDV o LPS) y del momento en que se administré el agente 
alquilante antes de la inducciôn. La mayor inhibiciôn en 
cualquier caso, apareciô inoculando la ciclofosfamida entre 
los dias 2 y 3 antes de la inducciôn.
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30.- Estudiada la inmunorespuesta en polios sobre un sistema 
inmuno-defectivo por la presencia de la ciclofosfamida 
se comprueba la influencia de la edad del animal, o lo 
que es lo mismo del estado de desarrollo de su sistema 
inmunitario, hasta el punto de que dosis de ciclofosfami­
da superiores a 20 mg/kg peso vivo producen una anulaciôn 
total de la inmunorespuesta en polios recién nacidos y con 
dosis de 2.0 mg se producen inmunosupresiones aproximadamen- 
te del 75%. Estos mismos ensayos en polios de dos meses de 
edad, para estas mismas dosis de 20 mg, muestran casi una 
compléta indiferencia con tratamientos ûnicos entre los 3 y 
5 dias antes de la inmunizaciôn eritrocitica, mientras que 
aparece una clara inmunoestimulaciôn cuando se administra 
1 ô 2 dias antes.
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